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Malgré toutes les campagnes de prévention, l’hypertension artérielle touche encore un 
adulte sur trois à travers le monde et reste la première cause de maladies cardiovasculaires. Les 
effets de l’hypertension artérielle à également un impact sur les fonctions cérébrales. 
L’hypertension artérielle est identifiée comme étant un facteur de risque important dans le 
développement de troubles cognitifs, allant du déficit cognitif léger (DCL), aux démences 
vasculaires et la maladie d’Alzheimer.  
Des études cliniques ont identifiés le système rénine-angiotensine (SRA) comme étant 
la pièce centrale dans l’incidence des accidents cérébrovasculaires et des maladies 
neurodégénératives. En effet, des inhibiteurs du SRA présentent des effets bénéfiques sur le 
risque d’accidents cérébrovasculaire, de dysfonctions cognitives et de maladies 
neurodégénératives, supérieurs aux autres antihypertenseurs. En utilisant un modèle 
d’hypertension artérielle, provoquée par la perfusion chronique d’angiotensine II (Ang II), un 
peptide central dans l’initiation et le maintien de l’hypertension artérielle, nous avons voulu 
déterminer comment l’hypertension artérielle et cette hormone affecte la réponse 
cérébrovasculaire et la mémoire. L’hypertension artérielle étant maintenant reconnue comme 
étant une maladie inflammatoire chronique, nous nous sommes aussi intéressé à l’effet de 
l’interaction entre le système immunitaire et l’Ang II sur la régulation cérébrovasculaire. Il a été 
démontré que l’hypertension artérielle, par l’entremise de l’Ang II, augmente le stress oxydatif, 
les cytokines pro-inflammatoires, et l’infiltration de leucocytes et de macrophages dans les 
artères, causant ainsi des dysfonctions vasculaires. Plusieurs études sur les artères mésentériques 
ont démontré que ces effets sont renversés pas les cellules CD4+CD25+ Foxp3+ ou 
lymphocytes T régulateurs (Treg). Cependant, aucune étude n’a été faite sur la manière dont ce 
traitement affecte le couplage neurovasculaire (CNV), lequel est essentiel au maintien de 
l’homéostasie cérébrale et donc des fonctions neuronales. 
 Le CNV est définit comme étant l’augmentation du débit sanguin en réponse à une 
activité neuronale et dépend de la collaboration entre les composantes de l’unité 
neurovasculaire : neurones, astrocytes, microglies et cellules vasculaires. Nous avons démontré 





de CNV, chez les souris perfusées à l’Ang II. Sachant que les Treg modulent l’activité des 
lymphocytes T effectrices (Th) qui sont responsables de la réponse inflammatoire, nous avons 
également investigué les effets des Th sur la réactivité cérébrovasculaire. Nous avons observé 
que les Th altèrent la réponse vasculaire à une stimulation des vibrisses. Les Treg ont la 
possibilité d’agir par contact direct avec les Th ou par la libération de cytokines anti-
inflammatoires, tels que l’interleukine-10 (IL-10) ou le facteur de croissance transformant 
(TGF)-β. En utilisant des Treg, provenant de souris, dont le gène codant pour l’IL-10 a été 
invalidé, nous avons découvert que, sans la possibilité de produire l’IL-10 la réponse 
cérébrovasculaire est affectée de manière similaire à une augmentation des Th. Ces résultats 
suggèrent que la réponse des Treg dépend de leur production d’IL-10.   
Par la suite, nous avons voulu savoir si les effets de l’Ang II sur les fonctions cérébrovasculaires 
coïncidaient avec une diminution des fonctions cognitives. Nous avons pu déterminer que l’Ang 
II cause un déficit d’acquisition de la mémoire spatiale. Ainsi, si les déficits cérébrovasculaires 
se manifestent une semaine après le début de la perfusion d’Ang II, la mémoire n’est 
significativement affectée qu’après trois semaines de perfusion. Ce déficit est accompagné 
d’une diminution du contenu synaptique dans la voie perforante de l’hippocampe, et d’une 
augmentation des β-amyloïdes dans le cortex. L’accumulation de β-amyloïdes dans le cortex et 
l’atteinte de la voie perforante, reliée au cortex entorhinal, sont des caractéristiques 
principalement observés chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer. 
Ces études démontrent que 1) les cellules immunitaires et leurs cytokines jouent un rôle crucial 
dans le maintien du débit sanguin cérébral, en particulier dans un modèle d’hypertension causée 
par l’Ang II et que 2) l’Ang II altère les connections synaptiques, favorise l’accumulation de 
protéines amyloïdes et affecte les fonctions cognitives. Le rôle de l’inflammation dans ces 
altérations cérébrales provoquées par l’Ang II reste à démontrer. 






Despite the massive prevention campaign in place, hypertension (HT) still concern one 
third of the world’s population and remains the first risk factor for cardiovascular diseases. HT 
is also an important risk factor in the development of cognitive dysfunctions from mild cognitive 
impairment (MCI) to vascular dementias and Alzheimer’s disease.  
Previous studies have identified the Renin-Angiotensin System (RAS) as the centerpiece in 
stroke promotion and age-associated neurodegenerative diseases. For example, recent clinical 
trials provided evidence that RAS inhibitors have beneficial effects on stroke risk, cognitive 
dysfunctions and neurodegenerative diseases, which are superiors to other anti-hypertensive 
drugs. Using a model of HT induced by chronic perfusion of Ang II, a peptide involved in the 
onset and maintenance of HT, we studied the effect of HT and Ang II on the cerebrovascular 
control and memory in mice. HT, now recognized as a chronic inflammatory disease, we also 
studied the effect of the interaction between the immune system Ang II on cerebrovascular 
regulation. The literature showed that HT, through the production of Ang II, increase oxidative 
stress, pro-inflammatory cytokines, lymphocytes and macrophages infiltration in the artery 
walls triggering vascular dysfunctions. Previous studies, using mesenteric arteries, 
demonstrated that CD4+CD25+ Foxp3+, also called T regulatory lymphocytes (Treg), reverse 
the vascular inflammation induced by Ang II. However, the influence of T lymphocytes on 
neurovascular coupling (NVC), a mechanism essential to brain homeostasis, and thus to 
neuronal functions had never been investigated.  
NVC is defined by the vascular response to a neuronal activity and depends on the collaboration 
between components of the neurovascular unit composed of the neurons, astrocytes, microglia 
and arteries. We demonstrated that Treg normalizes the cerebrovascular responses to whisker 
stimulations, a model of NVC, in mice chronically perfused with Ang II. Treg cells can modulate 
the activity of T effector cells (Th) which participate in the inflammatory response. We 
consequently investigated the effect of Th on vascular reactivity. Interestingly, Th alters the 
vascular response to whisker stimulation. Treg have the possibility to regulate the Th response 
through direct interaction or through the production of anti-inflammatory cytokines such as 
interleukin-10 or transforming growth factor (TGF)-β. Using Treg from IL-10 knock-out mice, 





in the same manner as with Th. We also found that IL-10 restores the NVC without normalizing 
the endothelial response in Ang II-perfused mice. These data suggest that the Treg effect 
depends on IL-10 production.  
Following these results, we searched to know whether the effect of Ang II in cerebrovascular 
functions correlated with a decrease in cognitive functions. We showed that a chronic perfusion 
of Ang II caused a spatial memory impairment. Therefore, even if the Ang II cause 
cerebrovascular dysfunctions shortly after perfusion, the memory impairment only shows after 
3 weeks. This deficit is correlated with a decrease in synaptophysine content in the perforant 
pathway of the hippocampus and with an increase in β-amyloid in the cortex. The perforant 
pathway is connected to the entorhinal cortex which is one of the first brain region altered in 
Alzheimer’s disease patients.  
This study demonstrates that: 1) immune cells and their cytokines play a key role in the 
regulation of cerebral blood flow, particularly in a model of hypertension triggered by Ang II; 
and that Ang II alters synaptic connections, fosters the accumulation of amyloid proteins and is 
impairs cognitive functions. The role of inflammation in these brain defects induced by Ang II 
remains to be demonstrated. 
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L’hypertension artérielle est un concept relativement nouveau. Même s’il semble que les 
Égyptiens se soient déjà penchés sur le sujet de la pression artérielle, ce n’est pas avant le milieu 
du 18ème siècle que l’on s’intéresse à la mesure de la pression artérielle, de par les travaux de 
Stephen Hales, un physiologiste et inventeur Britannique. Hales mesura pour la première fois la 
pression artérielle en insérant un tube de cuivre dans l’artère fémorale d’une jument, constatant 
ainsi que le volume changeait à chaque battement cardiaque. Cette méthode plutôt archaïque 
d’étude ne lui a pas permis de continuer ses recherches sur le sujet et il a fallu attendre 
l’invention du manomètre par Poiseuille, en 1828 à Paris, pour marquer le début de l’étude de 
la pression artérielle. Poiseuille reliait le nanomètre à une canule qu’il insérait dans l’artère 
fémorale des animaux étudiés. De cette manière il était capable de mesurer la pression artérielle 
dans des artères, mesurant jusqu’à 2mm de diamètre. Il a ainsi pu démontrer que la pression 
restait constante dans les petites artères et qu’elle ne dépendait pas de la pression veineuse. Carl 
Ludwig relia un stylo attaché à un cylindre à l’appareil de Poiseuille pour former le kymographe 
en 1847, qui permettait d’enregistrer sur papier les mesures de pression artérielle. Le caractère 
invasif de ce type de mesure permettait d’imaginer que ces méthodes étaient difficilement 
applicables en clinique et il a fallu attendre 1855, date à laquelle Dr Vierordt postula qu’il était 
possible de mesurer la pression artérielle de manière indirecte, en se fiant à la pression nécessaire 
pour arrêter le pouls radial. Ce principe a été repris par Étienne- Jules Marey, en 1860, qui a 
relié l’appareil de Poiseuille à un brassard rempli d’eau. La pression du brassard était augmentée 
jusqu’à ce que le tracé soit linéaire, le chiffre indiqué par le manomètre représentait a lors la 
pression artérielle systolique. Samuel Siegfried Karl Ritter Von Basch a été le premier à utiliser 
la colonne de mercure pour déterminer la pression artérielle. Cependant, ce n’est pas avant 
l’ajout du stéthoscope par un chirurgien Russe du nom de Nicolaï Korotkoff et la modification 
du brassard pour qu’il contienne de l’air et non de l’eau par Pierre Carle Édouard Potain en 
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1889, que le sphygmomanomètre a pu enfin gagner en popularité auprès du corps médical, 
démocratisant ainsi son utilisation (Booth, 1977). 
A la fin du 19ème siècle il est donc possible de mesurer la pression artérielle systématiquement 
et d’établir une corrélation avec différents états de santé. Ainsi Potain, à Paris, mult iplie les 
mesures et peut, par exemple, associer une faible pression à la fièvre typhoïde et une néphrite à 
une pression artérielle élevée (Postel-Vinay, 1996). Ce type d’observations se multiplient et 
c’est au début du 20ème siècle, aux États-Unis, que les standards d’hypertension artérielle sont 
établis. Il a alors été déterminé qu’une pression artérielle au-dessus de 140/90 mmHg, au moins 
25% du temps sur une période de 24 heures, était présente chez 5-10% de la population qui 
souffrait de maladies cardiovasculaires et rénales. Ces chiffres sont alors définis comme étant 
le seuil à ne pas dépasser et restent, à ce jour, l’étalon de référence dans le diagnostic de 
l’hypertension artérielle. 
S’ensuit le concept d’hypertension artérielle dite secondaire dont la cause est connue. Alors que 
cette dernière, ne représentent qu’une faible portion des patients souffrant d’hypertension 
artérielle, les médecins de l’époque pensaient que dans les autres cas, l’augmentation de la 
pression artérielle était essentielle au maintien de la perfusion périphérique et centrale. Par 
conséquent, cette idée a donné lieu au nom d’hypertension artérielle essentielle , pour les formes 
d’hypertension artérielle n’ayant pas de cause apparente (Johnson et al., 2008).  
 
1.2 Régulation de la pression artérielle 
Le maintien de la pression artérielle dans l’ensemble du système vasculaire est géré par 
le débit cardiaque, la résistance périphérique et le volume sanguin. Ces facteurs sont mis en 
relations dans la formule suivante : la pression artérielle est égale au débit cardiaque multiplié 
par la résistance périphérique. Le débit cardiaque est le volume de sang éjecté à chaque 
contraction du cœur ou systole et géré principalement par le retour veineux. La résistance 
périphérique maintient une pression moyenne adéquate en modifiant le diamètre des vaisseaux 
sanguins et le volume sanguin qui est modulé par la rétention de sodium dans le rein. 
Deux types de mécanismes sont impliqués dans la régulation de la pression artérielle : les 
mécanismes de régulation à court terme et ceux à long terme. 
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Les mécanismes de régulation à court terme sont activés lors d’un stress ponctuel, tel qu’une 
activité physique. Dans ce cas, les centres cardiaques et le centre vasomoteur, formés de 
neurones sympathiques situées dans le bulbe rachidien, causent une vasoconstriction pour 
augmenter la pression artérielle. Ces fibres sympathiques passent à travers la moelle épinière 
(T1 à L2) pour ensuite aller innerver la couche de muscles lisses des vaisseaux sanguins et 
provoquer une vasoconstriction par la libération de noradrénaline. Toute augmentation de 
l’activité du système sympathique causera une vasoconstriction et donc une augmentation de la 
pression artérielle.  
L’activité de ce centre vasomoteur est modifiée par l’activation des barorécepteurs et des 
chimiorécepteurs. Les barorécepteurs sont sensibles à l’étirement des artères par la pression 
artérielle. Ceux-ci sont situés dans les sinus carotidiens, le sinus de l’aorte et surtout dans la 
paroi de presque toutes les grosses artères. Les chimiorécepteurs, présents dans la crosse de 
l’aorte et dans le corpuscule carotidien, sont sensible aux modifications de gaz sanguins et 
provoquent une vasoconstriction qui favorise le retour veineux vers le cœur et les poumons. 
L’action de ces récepteurs permet un ajustement rapide de la pression artérielle qui empêche les 
variations de pression artérielle transitoires, lors du passage de la position couché à debout, par 
exemple. D’autres substances telles que l’adrénaline et la noradrénaline, l’endothéline, 
l’angiotensine II (Ang II) et le monoxyde d’azote, agiront directement sur le centre vasomoteur 
et les cellules musculaires lisses pour moduler la pression artérielle.  
Les mécanismes de régulations à longs termes, dépendants du rein, sont mis en place lorsque 
que les valeurs de pression artérielle se maintiennent à la hausse. Dans ce cas, l’activation du 
système rénine-angiotensine-aldostérone sera responsable de maintenir une pression artérielle 
constante par la production d’Ang II, résultant d’une cascade de réaction enzymatiques initiée 
par le rein. Ce mécanisme de régulation à long terme est également fortement impliqué dans le 
maintien de l’hypertension artérielle qui sera discuté dans les chapitres suivants (Marieb, 2008). 
1.3 Anatomie du système cérébrovasculaire 
L’hypertension artérielle touche le réseau vasculaire dans son ensemble et inclus le 
système cérébrovasculaire. La vascularisation cérébrale possède une organisation particulière et 
une de ses fonctions est d’isoler, presque complètement, le tissu cérébral des éléments présents 
dans la circulation sanguine par la formation de la barrière-hématoencéphalique. L’autre est 
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d’assurer un débit sanguin constant, nécessaire à l’oxygénation et à l’apport en nutriments 
essentiels aux fonctions du tissu cérébral. Un défaut dans la régulation du débit sanguin cérébral 
ou une diminution de la perfusion peut avoir des conséquences importantes sur les fonctions 
cérébrales. 
Le réseau d’artères cérébrales est formé à partir des quatre artères principales : les carotides 
internes et vertébrales, droites et gauche. L’artère carotide gauche a pour origine la crosse 
aortique, alors que la carotide droite nait du tronc brachio-céphalique. Les artères vertébrales 
naissent des artères sous-clavières. Les artères vertébrales se rejoignent pour former l’artères 
basilaire, qui s’anastomosent avec les carotides internes par le biais des artères communicantes 
antérieures et postérieures, pour former le cercle de Willis. Ce dernier constitue une anastomose 
circulaire qui permet de maintenir une irrigation sur l’ensemble du cerveau en cas d’obstruction 
d’une des quatre artères principales, permettant ainsi de rééquilibrer l’apport sanguin et de 
prévenir une ischémie majeure. 
Les artères antérieures, postérieures et moyennes naissent du Cercle de Willis pour se diviser et 
assurer l’irrigation d’une région spécifique du cerveau. Les artères cérébrales antérieures 
irriguent la partie antérieure des noyaux gris centraux, le corps calleux, les portions médiales et 
supérieures du lobe frontal et le lobe pariétal antérieur. Les artères cérébrales moyennes donnent 
les artères lenticulostriées responsables de l’approvisionnement sanguin des noyaux gris 
centraux et de la majeure partie de la capsule interne, la branche supérieure alimente les lobes 
frontaux et les parties antérieures du lobe pariétal et la branche inférieure perfuse les lobes 
temporaux latéral, pariétal postérieur et occipital latéral. Les artères cérébrales postérieures 
irriguent le mésencéphale, l’hypothalamus, le thalamus, le lobe pariétal médial postérieur, le 
corps calleux postérieur, le lobe temporal médial et inférieur ainsi que le lobe occipital inférieur.  
Le réseau artériel change de structure au fur et à mesure qu’il progresse de la surface du cortex 
vers le parenchyme, ainsi la nomenclature évolue suivant la taille et la composition de la paroi 
vasculaire. Les artères piales donnent successivement naissances aux artères pénétrantes, 
artérioles et capillaires. Les artères piales sont constituées d’une couche de cellules 
endothéliales, de muscles lisses, avec élastine et collagène dans la média, et d’une couche 
externe de cellules leptoméningées, appelées adventice, aussi composée de collagène, 
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fibroblastes et de nerfs périvasculaires. Ces dernières plongent dans le parenchyme 
perpendiculairement à la surface du cerveau, pour former les artères pénétrantes. Celles-ci 
évoluent dans l’espace de Virchow-Robin pourvu de liquide céphalo-rachidien. Cette 
particularité se perd au fur et à mesure que l’artère entre dans le parenchyme pour se convertir 
en artérioles, puis en capillaires. La couche de cellules musculaires lisses diminue 
progressivement pour disparaitre dans les capillaires, alors uniquement formés d’une couche de 
cellule endothéliale reliées par des jonctions serrées et adhérentes, des péricytes et des pieds 
astrocytaires, qui forment la barrière hématoencéphalique. Les jonctions serrées et adhérentes, 
spécifiques au réseau vasculaire cérébral, sont une particularité de la barrière 
hématoencéphalique. Elles limitent la diffusion passive de solutés sanguins et contrôlent 
activement le trafic ionique et moléculaire entre le sang et le tissu cérébral. Les pieds 
astrocytaires, entourant les capillaires, participent également activement à la fonction de la 
barrière hématoencéphalique en activant la production des protéines de jonctions serrées 
(Reinhardt and Gloor, 1997). 
1.4 Effets de l’hypertension artérielle sur la structure vasculaire 
L’hypertension artérielle modifie profondément la structure des petites et des grandes 
artères. Une fois établie, elle augmente la résistance vasculaire en réduisant la densité des 
capillaires (raréfaction) et le diamètre interne du lumen des artères (remodelage vasculaire) 
(Sokolova et al., 1985). La raréfaction vasculaire, tant au niveau périphérique que cérébral, mène 
à une hypoperfusion des tissus, les laissant vulnérables aux ischémies. Le remodelage vasculaire 
est une forme d’adaptation du système cardiovasculaire, mis en place dans le but d’augmenter 
leur résistance. Ce mécanisme protège les tissus en amont de la formation d’œdème 
angiogénique et du bris de la barrière-hématoencéphalique (Iadecola and Davisson, 2008). Ces 
changements ne sont, cependant, pas immédiats et progressent à partir des grandes artères vers 
les artères plus petites (Bohlen, 1989).  
Ce mécanisme a été, notamment, étudié chez les rats spontanément hypertendus dont la pression 
artérielle augmente à partir de l’âge de 3 mois. Chez ce modèle, l’élévation de la pression 
artérielle ne causera pas de remodelage vasculaire avant l’âge de 10-12 mois, soit presque 10 
mois plus tard (Baumbach and Heistad, 1989). L’augmentation de la pression artérielle précède, 
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également, la raréfaction des capillaires.  Tel que démontré chez le rat spontanément 
hypertendus âgé de 12 mois, chez lesquels la densité vasculaire est significativement diminuée 
dans le parenchyme ainsi que dans les muscles squelettiques (Paiardi et al., 2009). Le 
remodelage vasculaire apparaît plus tôt dans l’artère cérébrale moyenne que dans les artères 
piales chez les rats spontanément hypertendus (Bohlen, 1989). Ces changements sont liés aux 
risques d’ischémies, d’accidents cérébrovasculaires et d’insuffisance cardiaque.  
1.5 Régulation du débit sanguin cérébral  
Le maintien de la perfusion et des fonctions cérébrales est assuré par l’autorégulation 
cérébrovasculaire et par la réponse hyperémique, ou couplage neurovasculaire (CNV). 
1.5.1 L’autorégulation 
L’autorégulation est la capacité des artères à maintenir un débit régulier malgré les 
variations de pression ponctuelles. L’autorégulation est régie principalement par la réponse 
myogénique, qui est la capacité des cellules musculaires lisses à réponse à la pression 
intravasculaire. Cette réaction fait en sorte que les artères et artérioles se contractent lors d’une 
augmentation de la pression artérielle et se dilatent lors d’une diminution de celle-ci. Cette 
réponse, aussi appelée ‘Effet Bayliss’, peut également être modulée par les facteurs vasoactifs 
libérés par l’endothélium et le réseau périvasculaire local (Cipolla, 2009). L’autorégulation 
permet au débit sanguin cérébral d’être maintenu à 50 ml par gramme de tissus par minute, à 
condition que la pression de perfusion cérébrale se situe entre 60 et 160 mmHg (Phillips and 
Whisnant, 1992). Au-delà de ces limites, il y a une perte d’autorégulation et le débit sanguin 
cérébral dépend seulement de la pression artérielle moyenne. Ceci peut entrainer une ischémie 
cérébrale, dans le cas où la pression deviendrait trop faible, ou une hémorragie cérébrale dans 
le cas où cette dernière serait trop élevée et ne pourrait être surmontée par la réponse 
myogénique (Lassen and Agnoli, 1972).  
1.5.2 Le couplage neurovasculaire 
Le CNV est par définition une augmentation du débit sanguin cérébral en réponse à une 
activité neuronale. Il dépend de l’interaction coordonnée des neurones, astrocytes, microglie, 
macrophages, de la lame basale et de l’endothélium composant l’unité neurovasculaire. 
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L’endothélium, tapissant les capillaires cérébraux, est scellé par des jonctions serrées et entouré 
par la membrane basale qui enveloppe les péricytes. Les pieds astrocytaires entourent, à leur 
tour, les capillaires et couvrent la majeure partie de leur surface. Les projections astrocytaires 
font synapse avec les neurones avoisinantes et complètent le schéma classique de l’unité 
neurovasculaire. La microglie et les macrophages ont cependant récemment été ajouté comme 
faisant partie du CNV due à leur interactions avec la partie luminale de l’endothélium (Neuwelt 
et al., 2011). Les fonctions de l’unité neurovasculaire sont multiples et incluent la régulation du 
débit sanguin, le remodelage vasculaire, les réponses neuroimmunes, la perméabilité et la 
régulation des mécanismes de transports de la barrière hématoencéphalique, en plus de moduler 
la réponse hémodynamique, requise lors d’une activité des neurones (Stanimirovic and 
Friedman, 2012). (Figure 1). 
 
Figure 1. L’unité neurovasculaire 
 
Figure 1 : l’unité neurovasculaire comprends les artères (cellules endothéliales, lame basale, 
péricytes), les astrocytes et les neurones. 
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1.5.3 Le rôle des astrocytes 
Le mécanisme du CNV à pour élément central l’astrocyte par la position qu’il occupe 
entre les artères et les neurones. Les prolongements astrocytaires entourent les synapses et 
réagissent à l’augmentation de l’activité synaptique par l’activation de leur récepteurs 
glutamatergiques (Sun et al., 2013). Ceci leur permet de réagir dès la libération des 
neurotransmetteurs. Le glutamate, libéré dans la fente synaptique, se lie aux récepteurs post-
synaptiques et astrocytaires. L’activation des récepteurs astrocytaires entraîne une activation de 
la phospholipase C (PLC) qui génère la formation d’IP3 à partir de la membrane et active la 
libération de calcium intra-astrocytaire par l’activation des récepteurs IP3, situés sur le réticulum 
endoplasmique. Cependant, la participation de cette voie dans le CNV a été remis en doute. Car 
chez des souris dont le gène codant pour la l’IP3R2 était invalidé, le CNV demeurait normal 
(Bonder and McCarthy, 2014; Nizar et al., 2013; Takata et al., 2013). Afin de tester cette 
hypothèse, la voie Gq-GPCR-IP3R, a été sélectivement stimulée dans les astrocytes par la 
conception du système hM3Dq DREADD (designer receptors exclusively activated by designer 
drugs). Dans ce modèle, aucune vasodilatation n’a été observée au niveau cortical (Bonder and 
McCarthy, 2014). Plus récemment, une activation spécifique des récepteurs métabotropes 
glutamatergiques de type 5 sur des souris GCAMP3 (Paukert et al., 2014) sous le contrôle du 
promoteur de la connexine 30 (Kunzelmann et al., 1999) entraîne une augmentation du Ca2+ 
cytosolique astrocytaire qui précède la vasodilatation (Otsu et al., 2015) suggérant un rôle de 
cette voie dans le CNV.  
L’hypothèse est que la vague de Ca2+ se propage jusqu’aux pieds astrocytaires, faisant face aux 
artères, et provoque la libération de facteurs vasoactifs, tels que le monoxyde d’azote (NO), les 
dérivés de l’acide arachidonique, l’acide epoxyeicosatrienoique (EET), synthétisé par le 
cytochrome p450 époxygénase, et la prostaglandine E2 (PGE2), synthétisée par la voie 
d’activation de la cyclo-oxygénase (COX) (Koehler et al., 2006). Il s’ensuit une vasodilatation 
proportionnelle à l’augmentation de l’activité synaptique.  
L’augmentation de Ca2+ des astrocytes a été associée à une vasodilatation, mais aussi à une 
vasoconstriction. En effet, il a été suggéré que la libération d’acide arachidonique, par les pieds 
astrocytaires, forme du 20-HETE (acide 20-Hydroxyeicosatetraenoic) au niveau des cellules 
musculaires lisses des artérioles, causant ainsi une vasoconstriction, alors que la conversion de 
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ce même acide arachidonique en PGE2 ou en HETE causerait une vasodilatation (Lange et al., 
1997). Un autre mécanisme qui peut avoir un effet biphasique est la concentration de potassium 
présente dans l’espace entre le pied astrocytaire et les artérioles. Le potassium peut être libéré 
dans les pieds astrocytaires, qui expriment les canaux potassium à large conductance activés par 
le calcium (BKCa2+), alors que les muscles lisses vasculaires expriment les canaux potassiques 
(Kir). L’augmentation de la concentration intracellulaire de calcium dans les astrocytes cause 
une libération de potassium dans l’espace périvasculaire, par l’activation des BKCa2+, 
proportionnelle à l’augmentation du Ca2+. Toutefois, une augmentation de la concentration de 
K+, inférieure à 20mM, active les canaux Kir dans les cellules musculaires lisses causant une 
hyperpolarisation de la cellule et donc une vasodilatation. Alors qu’une augmentation de la 
concentration de potassium périvasculaire de plus de 20mM cause une dépolarisation de la 
cellule musculaire lisse concernée, menant ainsi à une contraction de la cellule et une 
vasoconstriction (Girouard et al., 2010).  
Les astrocytes jouent aussi un rôle important dans la recapture du glutamate dont l’accumulation 
extracellulaire peut être toxique. D’après la théorie de la navette glutamate-glutamine (Chiang 
et al., 2007), après la libération de glutamate dans la fente synaptique, celui-ci est récupéré par 
les astrocytes, puis converti par la glutamine synthétase en glutamine, une version non-toxique, 
et relâchée dans la fente synaptique pour être récupérée par le terminal pré-synaptique et 
reconvertie en glutamate par la glutaminase.  
Les astrocytes auraient également une fonction de réserve d’énergie étant les seules cellules 
capables de synthétiser du glycogène. D’où la théorie de la navette du glucose-lactate, dans 
laquelle les astrocytes prennent le glucose dans le sang et le convertissent en lactate pour fournir 
les neurones en énergie (Pellerin L. et al., 2007). Les astrocytes fourniraient suffisamment 
d’énergie pour amorcer une activité neuronale, la réponse d’augmentation du débit sanguin 
maximale servirait à maintenir cette réponse dans le but de former une connexion stable et de 
refaire les réserves utilisées (Brown and Ransom, 2007). 
1.5.4 Le monoxyde d’azote 
Le CNV est un mécanisme qui dépend de la libération des dérivés de l’acide arachidonique 
modulés par le monoxyde d’azote (NO). Celui-ci peut avoir une origine endothéliale, neuronale, 
astrocytaire, mitochondriale et érythrocytaire (Tarantini et al., 2015). Les isoformes de la 
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synthase du NO (NOS) peuvent synthétiser le NO à partir de l’acide aminée L-arginine : les 
formes constitutives endothéliale (eNOS), neuronale (nNOS) érythrocytaire et mitochondriale, 
et la forme inductible (iNOS). La nNOS dépend de l’augmentation du Ca2+ intracellulaire 
suivant une activation neuronale (Weissman et al., 2002). Alors que la iNOS est indépendante 
du Ca2+ mais induite par les cytokines lors du processus d’inflammation. Les 3 isoformes 
principales, malgré leurs noms, sont présentes dans les astrocytes (Buskila et al., 2007).  
De par la position anatomique des astrocytes, il serait aussi plausible que la production de NO 
dans les astrocytes, initiée par la libération de calcium, module la propagation et la régulation 
du Ca2+ intra-astrocytaire et pourrait agir ainsi comme modulateur de la réponse vasculaire. A 
partir des astrocytes ou des neurones, le NO causerait une vasodilatation par diffusion vers les 
cellules musculaires lisses et l’activation de la guanylyl cyclase soluble (GCs). La GCs 
transforme la guanine monophosphate cyclique, qui active les protéines kinase G. Cette réaction 
suscite une relaxation des cellules musculaires lisses, par l’ouverture des canaux potassiques, et 
par la réduction de la sensibilité des protéines contractiles au calcium (Andresen et al., 2006). 
1.5.5 Le rôle de l’endothélium 
Une des principales fonctions de l’endothélium dans le CNV serait de contrôler la 
propagation rétrograde (Chen et al., 2014). L’augmentation du débit sanguin se fait initialement 
au niveau du lit capillaire. Il s’ensuit une propagation rétrograde de la vasodilatation jusqu’aux 
artères piales (Duling and Berne, 1970). Si l’activité se maintient, le débit sanguin ne restera 
élevé que dans le lit capillaire (Hillman, 2014). Celui-ci est arbitré par l’endothélium qui génère 
une variété de signaux régulant la réponse vasculaire. Cette propagation en deux étapes a été 
démontrée dans le muscle crémaster par Tallini et al. (Tallini et al., 2007) . La première est 
l’hyperpolarisation endothéliale, première réponse suite à une stimulation, qui se propage 
rapidement sur une distance de plus d’un millimètre (Figueroa and Duling, 2009) ; (Wölfle et 
al., 2011). Ce mécanisme implique l’hyperpolarisation de l’endothélium et ne dépend pas des 
voies des COX ou du NO. Cette première réaction est rapide, plus importante au moment de 
l’initiation de la vasodilatation, elle ne dépend pas de la durée de l’activité neuronale.  
La deuxième partie de la réaction vasculaire est plus lente et ne dépasse pas 500 microns. Celle-
ci est associée à la propagation de la vague de calcium dans l’endothélium. Cette réaction dépend 
de la production du NO et de PGI2, dont la production est activée par l’augmentation du calcium 
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intracellulaire. L’effet plus local de ces facteurs serait dû à leur durée de vie plus courte. En 
effet la demi-vie du NO est d’environ 2 millisecondes dans le sang, ce qui limite sa capacité à 
parcourir de longues distances (Tallini et al., 2007), (Liu et al., 1998). Celle du PGI2 est  
cependant de plusieurs minutes et pourrait donc contribuer à la stabilité de la réaction  (Lucas 
et al., 1986). 
La majorité des études utilisent l’acétylcholine (Ach) pour mesurer la réactivité vasculaire 
dépendante de l’endothélium, indépendamment de la réponse du CNV. Alors que la réponse 
indépendante de l’endothélium est déterminée par la réponse au sodium nitroprussiate (SNP), 
qui est un donneur de NO. Rosenblum et al. a démontré que la destruction de l’endothélium 
dans les artères de surface, par la combinaison d’un laser et de la fluorescéine, empêchait la 
vasodilatation en réponse à l’Ach. L’intégrité de la réponse du muscle vasculaire lisse a pu être 
vérifiée par la superfusion de SNP, qui mesure la réponse vasculaire au NO. Il a ainsi démontré 
qu’un endothélium endommagé ne peut causer de vasodilatation des artérioles cérébrales en 
réponse à l’Ach (Rosenblum, 1986). Cette étude implique donc que la superfusion d’Ach mesure 
la réponse endothéliale cérébrovasculaire. 
Le mécanisme utilisé par l’Ach dépend de la formation du NO et des COX dans 
l’endothélium, ainsi que de facteur endothélial hyperpolarisant. L’augmentation du calcium, 
généré par l’activation des récepteurs Ach, active la formation du NO par la eNOS et de la PGI2 
par les COX qui diffusent vers les cellules musculaires lisses. Tous deux iront augmenter 
l’efflux de potassium causant une vasodilatation (Hecker, 2000). La vasodilatation dite 
indépendante de l’endothélium, mesurée en réponse au SNP, emprunte sensiblement la même 
voie. Néanmoins, elle n’agira que sur les cellules musculaires lisses par l’activation du cGMP 
(Lovren and Triggle, 2000).  
2. Les fonctions cognitives 
2.1 Anatomie de la mémoire 
2.1.1. Aspect neuropsychologique 
Sur le plan neuropsychologique, la mémoire est la capacité à encoder, emmagasiner et 
retrouver une information. D’après le modèle d’Atkinson-Shiffrin (Atkinson and Shiffrin, 
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1971), l’encodage est le processus par lequel les informations sensorielles perçues sont 
transmises jusqu’à la mémoire de travail (MDT) par l’hippocampe. Le transfert de cette 
information en mémoire à long terme (MLT) se fait par l’encodage, la consolidation et par 
l’emmagasinage de l’information. Enfin, le rappel fait référence au processus de remise en 
mémoire de l’information emmagasinée.  
La MDT permet le stockage temporaire (environ 15 secondes) d’une information en relation 
avec une tâche, tel que la résolution d’un problème ou la lecture. Ce processus est nécessaire à 
la gestion et à l’organisation des données dans le but d’accomplir une tâche.  
La mémoire à long terme (MLT) est sous-divisée en deux catégories : la mémoire déclarative, 
qui concerne les faits et connaissances, et la mémoire procédurale, qui régit les habiletés sensori-
motrices. La mémoire déclarative inclue la mémoire sémantique et épisodique. La mémoire 
sémantique correspond aux connaissances générales, telles que le vocabulaire ou les 
mathématiques et est indépendante des expériences personnelles. La mémoire épisodique est 
chargée émotionnellement et repose sur nos expériences personnelles. Cette dernière se 
transforme en mémoire sémantique lorsque les expériences sont généralisées en connaissances 
(Atkinson and Shiffrin, 1971). La mémoire déclarative est encodée dans l’hippocampe, le cortex 
entorhinal et périrhinal, mais elle est consolidée et stockée dans le cortex temporal. Une fois 
consolidés, les informations sont emmagasinées dans les différentes aires sensorielle du cortex 
et reliées entre-elles par l’hippocampe.  
Lors de la mise en mémoire d’un souvenir, les informations sensorielles sont morcelées et 
enregistrées dans leurs aires respectives (visuelle, auditive, motrice…). Lors du rappel, 
l’hippocampe permet la remise en mémoire simultanée et la synthèse des informations 
sensorielles. L’hippocampe conserve un mode d’indexation de ces informations pour que leur 
rappel soit coordonné, et qu’il soit ainsi possible de se souvenir des événements dans l’ordre 
chronologique et dans le bon contexte (Teyler and DiScenna, 1986). La mémoire procédurale 
n’implique pas l’hippocampe et est encodée et stockée dans le cervelet, le putamen, le noyau 
caudé et le cortex moteur, tous impliqués dans le control moteur.  
L’encodage nécessite une augmentation du taux de décharge neuronale, dans le but de créer un 
circuit dans lequel l’information sera stockée. L’encodage permet une diminution du nombre 
d’erreurs dans une même journée dans les tests de mémoire chez les animaux, tel que la piscine 
de Morris. Un déficit de la MDT indique une lésion dans la partie médiane du cerveau incluant 
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le diencéphale (thalamus et hypothalamus) et les lobes temporaux médians dont fait partit 
l’hippocampe. Ces lésions sont associées à une difficulté à se remémorer les informations 
récemment acquises. Les sensations perçues requièrent la participation des différentes aires 
sensorielles qui seront combinées à l’aide de l’hippocampe (Lee and Kesner, 2004). 
La consolidation sert à stabiliser une information après l’acquisition initiale. Elle est formée 
grâce à la consolidation synaptique pendant les heures suivant l’encodage. Le système de 
consolidation permet aux informations encodées de devenir indépendante de l’hippocampe. Au 
niveau cellulaire, la consolidation est le résultat de la potentialisation à long terme, un processus 
pendant lequel les neurones déchargent plus fréquemment pour former et consolider les 
synapses constituant le circuit neuronal, créant le souvenir. L’enregistrement est le processus 
par lequel l’information est retenue dans le cerveau. Plus une information est répétée ou associée 
avec un grand nombre d’autre éléments, plus elle sera susceptible d’être retenue à long terme.  
Pour terminer, le rappel fait référence au fait de retrouver une information précédemment 
encodée et enregistrée. Ce processus est utilisé dans la MDT et dans l’encodage pour associer 
les nouvelles informations à celles déjà enregistrées (Kesner et al., 2004).  
Le test le plus couramment utilisé pour mesurer la mémoire chez les rongeurs est le test de la 
piscine de Morris. Ce test consiste à faire nager l’animal dans un bassin dans lequel, une 
plateforme à préalablement été placée sous la surface de l’eau pour qu’elle ne puisse pas être 
vue par l’animal. Le but du test étant que l’animal arrive à retrouver la plateforme en utilisant 
les repères placés autour du bassin. L’épreuve dure 5 jours durant lesquels il est possible  de 
mesurer la courbe d’apprentissage de chaque animal, mesurant ainsi la capacité d’encodage de 
l’information. Le 6ème jour, la plateforme est retirée et le temps passé dans le quadrant contenant 
initialement la plateforme, est mesuré pour évaluer le rappel chez l’animal. Ce test dépend 
principalement de l’hippocampe, et plus particulièrement de la partie dorsale de cette région. 
Une lésion de seulement 25% de la partie dorsale de l’hippocampe diminue la capacité 
d’apprentissage de l’emplacement de la plateforme dans le test de la piscine de Morris, un effet 
qui n’est pas observé avec une lésion de la partie ventrale de l’hippocampe (Fanselow and Dong, 
2010a; Grill and Riddle, 2002); (Moser et al., 1995). Néanmoins, plusieurs autres régions sont 
mises à contribution, comme les corps mamillaires et l’amygdale (Vorhees and Williams, 2006) 
(D’Hooge and De Deyn, 2001).  
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2.1.2. Aspect cellulaire 
L’hippocampe participe à l’encodage et à la consolidation de la mémoire épisodique à 
court terme, incluant la gestion des informations temporelles, spatiales et sensorielles (Kesner 
2004). Cette structure traite les afférences sensorielles dans sa région dorsale, alors que la région 
ventrale reçoit les afférences limbiques reliées aux émotions (Fanselow and Dong, 2010a); 
(Kheirbek and Hen, 2011). 
L’hippocampe est formé de plusieurs régions, elles-mêmes sous-divisées en plusieurs couches. 
Ces régions sont reliées entre-elles par trois voies principales : la voie perforante ; les projections 
de Schaffer et les fibres moussues. La voie perforante est formée des projections de la couche 
II du cortex entorhinal, qui se termine dans la couche polymorphe du gyrus denté (DG), dans 
les couches moléculaires et dans le stratum radiatum de la corne d’ammon 3 (CA3). Alors que 
les fibres partant de la couche III du cortex entorhinal se terminent dans la corne d’ammon 1 
(CA1), qui est impliquée dans l’association temporelle et le morcellement de l’information. Les 
projections de la voie perforante vers le CA3 participent au rappel de l’information spatiale et 
sont donc primordiales dans la réalisation du test de la piscine de Morris. Les projections de 
Schaffer se situent entre les cellules pyramidales du CA3 et du CA1. Alors que les fibres 
moussues partent du DG vers le CA3 et sont responsables du codage de l’information spatiale 
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Figure 2. Projections de l’hippocampe 
 
Figure 2 : la voie perforante de l’hippocampe est formée des projections des couches II et III 
du cortex entorhinal médial se terminant dans le DG et le CA3. Les projections collatérales de 
Schaffer se trouvent entre les cellules pyramidales du CA3 et du CA1. Les fibres moussues 
partent du DG pour finir dans le CA3. 
 
Chaque partie de l’hippocampe possède une fonction particulière dans le stockage et le rappel 
de l’information. Si on isole les fonctions de chaque partie de l’hippocampe, le CA3 se 
chargerait de rassembler les informations, précédemment morcelées et stockées dans les régions 
du néocortex correspondant, pour rassembler tous les éléments sensoriels formant un souvenir 
et en faire une histoire cohérente. La lésion d’une voie peut affecter les régions impliquées an 
aval. Par exemple, une lésion du CA3 ou du cortex entorhinal inhibe la transmission synaptique 
entre le cortex entorhinal, le CA3 et CA1 et, par conséquent, les fonctions associées à ces régions 
(O’Reilly et al., 2015). Dans la MCT, le cortex entorhinal est nécessaire pour obtenir une 
représentation spatiale de l’environnement et identifier si l’endroit est familier ou non. Une 
lésion du cortex entorhinal altère la plasticité synaptique à long terme et le stockage permanant 
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de l’information, cette région est essentielle pour compléter le patron spatial (Miwa et al., 2001). 
Chez les rats âgés, ayant un déficit d’apprentissage dans le test de la piscine de Morris, la 
synaptophysine est diminuée, dans la couche moléculaire du CA3 (CA3-lmol) et dans le DG, 
contrairement aux sujets jeunes ou âgés n’ayant pas de déficit d’apprentissage (Smith et al., 
2000). (Figure 3). 
 
Figure 3. Anatomie de l’hippocampe 
 
 
La synaptophysine, étant la molécule la plus abondante dans les vésicules synaptiques, sert de 
marqueur indirect de la plasticité neuronale. Lors d’une augmentation de l’activité synaptique 
dans une région, le nombre de vésicules synaptiques, dans le bouton présynaptique, augmente 
pour fournir la synapse en neurotransmetteurs. La potentialisation à long terme maintient la 
libération de neurotransmetteurs et participe à la formation et à la stabilisation de nouvelles 
synapses. Cette protéine, localisée exclusivement dans les terminaux présynaptiques, régule la 
recapture des vésicules synaptiques pendant et après une activité neuronale. Un défaut 
d’endocytose, suite à la perte de synaptophysine, mène à une dépression synaptique et retarde 
le remplissage des vésicules synaptiques libérables. Ceci diminue donc la quantité de 
Figure 3 : le CA1, CA2 et 
CA3 possèdent différentes 
couches de cellules : so, 
sp, sr et slm. Le Gyrus 
denté a trois différentes 
couches de cellules qui 
sont la mo, sg et po. 
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neurotransmetteurs qui affaibli la formation et la stabilité de la synapse (Kwon and Chapman, 
2011). Ce pourquoi, les souris n’exprimant pas la synaptophysine ont un déficit de mémoire 
spatiale et d’apprentissage (Schmitt et al., 2009). 
Le DG est impliqué dans la séparation de patrons de la mémoire spatiale. Pour cette raison, une 
lésion spécifique du DG, chez le rat, diminue la capacité d’encodage, car il n’est plus possible 
de séparer les différents éléments sensoriels qui forment un souvenir. Cependant, le rappel ne 
sera pas affecté par une lésion du DG seul. Alors qu’une lésion du CA3, nécessaire au 
rassemblement des informations constituant un souvenir, touchera la capacité de rappel mais 
pas d’encodage d’une tâche (Lee and Kesner, 2004). Le CA1 est impliqué dans la 
reconnaissance d’objets et dans le rappel contextuel d’une information. L’interruption de la 
partie de la voie perforante liée au CA1 ne cause pas de déficit de mémoire (Ji and Maren, 2008; 
Nakazawa et al., 2002, 2004).  
Le cerveau des patients atteints de la MA, par exemple, ont en début de maladie, une perte de 
l’activité synaptique, qui évolue vers une perte neuronale, touchant principalement le cortex 
entorhinal, mais aussi le CA1 et le CA3 (Padurariu et al., 2012); (Brouillette, 2014). La maladie 
d’Alzheimer est corrélée avec une diminution de taille du CE, du CA1 et du subiculum, mais 
pas du DG ou du CA3. Alors qu’il n’y a pas de changements dans le cortex entorhinal avec le 
vieillissement, mais plutôt dans le DG (Grill and Riddle, 2002).  
2.2 Évaluation de la cognition 
2.2.1 Échelles de mesure 
Le déficit cognitif englobe un large spectre de symptômes allant du plus léger au plus 
grave et se trouve à être évalué selon l’échelle de détérioration globale développée, par Barry 
Reisberg, en 1982. Cette échelle comprend 7 étapes classant l’évolution de la maladie allant du 
déficit cognitif très léger dans lequel le patient a du mal à trouver ses mots et commence à perdre 
des objets, au déficit cognitif très sévère, où le patient à un vocabulaire très limité et perd la 
capacité de marcher et manger sans assistance. Au début de cette échelle se trouve donc les 
déficits cognitifs légers (DCL), caractérisés par un déclin dans un domaine cognitif, avec ou 
sans perte de mémoire, qui n’interfère pas avec la vie quotidienne des patients. Ce déficit ne 
touche pas la capacité de raisonnement ou de jugement, mais affecte la capacité d’une personne 
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à retrouver des objets, à suivre une conversation ou à se souvenir du nom de personnes 
récemment rencontrées. Les DCL ne sont pas handicapants par définition, cependant leur 
évolution dans 50% des cas vers des déficits cognitifs sévères ou très sévères font de ces derniers 
une étape cible importante dans la prévention des démences qui se trouve à l’autre extrémité de 
l’échelle de Reisberg (Rountree et al., 2007). Cette échelle comprend 7 étapes classant 
l’évolution de la maladie comme suit : 
1- Aucun déficit cognitif décelable  
2- Déficit cognitif très léger : souvent associé avec l’âge, le patient a du mal à trouver des mots 
et perd souvent des objets. 
3- Déficit cognitif léger : des difficultés à s’orienter dans des endroits inconnus et à gérer les 
difficultés au travail. 
4- Déficit cognitif modéré : la gestion de tâches complexes tel que la gestion des finances ou 
préparer un diner pour des amis devient difficile. 
5- Déficit cognitif modérément sévère : à besoin d’assistance pour choisir ses vêtements et se 
laver. 
6- Déficit cognitif sévère : perte de conscience des événements récents et incontinence. 
7-Déficit cognitif très sévère : le vocabulaire devient très limité, pers la capacité de marcher et 
manger sans assistance (Reisberg et al., 1982). 
Les démences rassemblent les maladies neurodégénératives, les démences vasculaires et les 
démences dites mixtes telles que la MA. La démences vasculaires est la 2ème forme de démence 
la plus commune et représente 17 à 29 % des démences, alors que la maladie d’Alzheimer 
représente 10 à 23% des sujets autopsiés (O’Brien, 1988) et le taux de conversion des DCL en 
démence de type Alzheimer est de 10-15% par année (Petersen et al., 1999). 
 
2.2.2 Les démences  
La maladie d’Alzheimer est définie comme étant une démence mixte, c’est-à-dire, une 
association de maladie d’Alzheimer et d’une démences vasculaires et représente la forme de 
démence la plus commune avec 65% des cas (Hendrie et al., 2015).  
Le terme de démence vasculaire regroupe les démences ayant pour cause, soit une atteinte 
diffuse de la substance blanche dues à des lésions lacunaires d’origine artériolopathique, soit 
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une accumulation d’infarctus corticaux ou sous-corticaux multiples. La démence vasculaire est 
premièrement caractérisée par un déficit fonctionnel tel qu’une aphasie, une agnosie, une 
apraxie ou une altération des fonctions exécutives. Deuxièmement, le diagnostic requière la 
présence d’infarctus ou d’une maladie vasculaire ayant un impact sur les fonctions cognitives 
(Erkinjuntti et al., 1997). Ce dernier repose sur l’observation de marqueurs neuropathologiques 
par imagerie médicale où l’on peut voir des hyperintensitées de la substance blanche. Celles-ci 
sont causées par des modifications de la microvasculature résultant de la détérioration de la 
paroi des vaisseaux, l’épaississement de la membrane basale et la dégradation des péricytes 
(Farkas et al., 2000). Les démences vasculaires sont ainsi quantifiées en utilisant l’échelle de 
pointage des ischémies d’Hachinski. Le score ischémique de Hachinski établi un score de 0-4 
pour la maladie d’Alzheimer et de 8-18 pour les démences vasculaires. Ce score permet de 
différencier les démences dégénératives des démences vasculaires, mais ne différencie pas les 
démences mixtes. Pour qu’une lésion soit suffisante pour causer une démences vasculaires elle 
doit être située dans une aire stratégique et doit être bilatérale ou située dans l’hémisphère 
dominant (Raz et al., 2016).  
2.3 Le couplage neurovasculaire et les fonctions cognitives 
Le cerveau consomme environ 20% de l’oxygène et du glucose dont le corps dispose . 
N’ayant que de faibles réserves de ces deux éléments pourtant nécessaires à la survie du tissu, 
les neurones sont très sensibles au bon fonctionnement du CNV. Ce principe est vastement 
utilisé en imagerie médicale avec l’utilisation de l’ imagerie par résonance magnétique 
fonctionnelle. Cette méthode a été développée pour détecter l’activité neuronale de manière 
indirecte en mesurant l’augmentation du taux d’hémoglobine désoxygénée. Cette augmentation 
reflète l’activité des régions du cerveau lors de l’exécution d’une tâche. Une autre méthode de 
mesure hémodynamique offrant une meilleure résolution temporelle est la spectroscopie proche 
infrarouge. Cette technique  permis de démontrer par exemple que  chez les patients ayant un 
DCL, une tâche impliquant la mémoire de travail n’augmente pas autant la réponse 
hémodynamique que chez les patients sains, et cette réponse est directement corrélée avec la 
quantité d’informations retenue (Vermeij et al., 2016).  
Une diminution du CNV est associée à de plus faibles résultats au MMSE (Mini-Mental State 
Examination) chez les patients avec un DCL ou la maladie d’Alzheimer. Le MMSE est le test 
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le plus rependu pour mesurer la diminution de la mémoire à court terme, un symptôme de 
démence. Il comprend l’évaluation de 5 différents domaines comprenant les habiletés 
visuospatiales, la mémoire immédiate, le langage, le rappel et l’attention. Ce test est d’une durée 
de 5 à 10 minutes, comprenant 11 questions dont le score maximum est de 30, un score en-
dessous de 23 indiquant une dysfonction cognitive. Plusieurs études ont tenté de démontrer les 
changements hémodynamiques cérébraux chez les patients souffrant de la maladie d’Alzheimer. 
Ces changement incluent une augmentation de l’indice de pulsatilité, une diminution de la 
vélocité du débit sanguin ainsi qu’une diminution de la réactivité cérébrovasculaire au niveau 
de l’artère cérébrale moyenne chez ces patients (Franceschi et al., 2000; Ruitenberg et al., 2005; 
Stefani et al., 2009; Vicenzini et al., 2007). Une étude plus récente utilisant l’ultrasonographie 
transcranienne Doppler n’a démontré aucune différence pour l’indice de pulsatilité, la vélocité 
moyenne du débit sanguin et l’indice de résistance ne variait pas entre les sujets sains, DCL ou 
maladie d’Alzheimer (Shim et al., 2015). Cependant, la réactivité cérébrovasculaire était 
affectée chez les patients avec la maladie d’Alzheimer et l’importance de l’écart de la réduction 
de la réponse hémodynamique reflétait la diminution des performances dans le test du MMSE 
(Shim et al., 2015). De même, il y a une diminution de la réponse cérébrovasculaire chez les 
personnes souffrant de leucoaraïose, une démence d’origine vasculaire. Ce déficit étant plus 
marqué lorsque la gravité de la démence avance (Kuwabara et al., 1996).  
La cause des DCL provoqués par l’hypertension artérielle n’est pas encore clairement définie. 
Cependant, la diminution de la réponse hémodynamique serait associée à l’apparition des 
déficits cognitifs, tant chez les personnes hypertendues que chez ceux présentant des DCL et la 
maladie d’Alzheimer. Les études rapportant que le CNV est significativement diminué dans 
certaines régions du cerveau de patients hypertendus, souffrant de DCL et de la maladie 
d’Alzheimer par rapport aux sujets sains (Shim et al., 2015) (Stroobant et al., 2004; Traub et al., 
1982). Cette réponse est corrélée avec la diminution de l’efficacité des fonctions cérébrales chez 
les patients hypertendus à mi-vie (Haight et al., 2015). Ce qui laisse penser que les maladies 
neurodégénératives, telles que la maladie d’Alzheimer et les démences vasculaires puissent 
avoir pour origine une dysfonction du CNV. 
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2.4 Les dysfonctions cognitives chez les patients hypertendus 
La mémoire déclarative est le plus souvent affectée chez les patients souffrant de DCL 
qui tendent à progresser vers la maladie d’Alzheimer  (Albert et al., 2011). Plus spécifiquement, 
l’hypertension artérielle atteint la capacité d’attention, de calcul et de manipulation du langage 
(Kuusisto et al., 1993). Gottesma et al a observé 13 476 personnes, âgées de 48 à 67 ans, entre 
les années 1990 et 2013. Cette étude comprenait l’évaluation de la mémoire à court terme et de 
la MDT chez des patients normotendus et hypertendues, traités ou non. Ces derniers ont conclu 
que les personnes hypertendues, évaluées à 20 ans d’intervalle, avaient une diminution de leurs 
performances dans les tests cognitifs en comparaisons aux patients normotendus. Les 
dysfonctions cognitives étaient plus importantes chez les sujets hypertendus s’ils ne recevaient 
pas de traitements, alors que les patients recevant un traitement montraient une nette 
amélioration (Gottesman et al., 2014).  
L’étude ‘Stroke-free Framingham Study’, effectuée entre 1956 et 1964, sur 1702 patients, âgés 
entre 55 et 88 ans, a démontré une diminution des fonctions cognitives 20 ans plus tard lorsque 
la pression artérielle n’était pas contrôlée à mi-vie, soit vers l’âge de 50 ans. Les fonctions 
touchées étaient l’attention, la MDT, la mémoire visuelle et verbale (Elias et al., 1993).  
Saxby et al. ont comparés 223 individus hypertendus et normotendus, âgés entre 70-89 ans. Ils 
ont trouvé que les sujets hypertendus avaient de plus faibles résultats dans la rapidité de la 
mémoire, les fonctions exécutives et la MDT, mais pas dans la continuité de l’attention, lorsque 
comparés aux sujets normotendus. D’après cette étude, l’hypertension artérielle toucherait la 
capacité d’attention lors de l’exécution d’une tâche (Saxby et al., 2003). L’étude EVA 
(epidemiology of vascular aging) a également démontré que les patients, âgés entre 60 et 70 ans, 
obtenaient un résultat plus faible au MMSE, si leur pression artérielle n’était pas contrôlée sur 
une période de 4 ans, alors que la prise d’antihypertenseur diminuait ce risque (Tzourio et al., 
1999). A la mi-vie, l’hypertension artérielle touche principalement les hommes, car les femmes 
sont normalement protégées jusqu’à la ménopause. Cependant, Chen et al. ont démontrés que, 
même chez les femmes, la pré-hypertension (120-139 / 80-89 mmHg) détectée à 50 ans annonce 
une diminution de la rapidité de la mémoire épisodique et de la vitesse de traitement mesurées 
10 ans plus tard (Chen et al., 2015).  
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Ces études montrent que l’hypertension artérielle à la mi-vie atteint les fonctions cognitives 
quelques décennies plus tard. Cependant, ces effets pourraient être causés par le nombre 
d’années durant lesquels les individus souffrent d’hypertension artérielle, sans recevoir de 
traitement, et non par l’âge. Comme le démontre l’étude CARDIA (Coronary Artery Risk 
Development in Young Adults) faite chez des individus, âgés de 18 à 30 ans, avec une 
hypertension artérielle non-contrôlée.  Ces personnes présentaient des dysfonctions cognitives 
une fois arrivées à l’âge de 50 ans, soit 25 ans plus tard. Ils ont établi que l’hypertension artérielle 
en début de vie adulte atteint la mémoire verbale et la vitesse de traitement, mais ne touche pas 
les fonctions exécutives (Yano et al., 2014).  
L’hypertension artérielle serait donc un facteur de risque réversible impliqué dans le 
développement des dysfonctions cognitives. Cependant, si plusieurs traitements sont 
disponibles pour contrôler l’hypertension artérielle, tous n’ont pas le même effet sur les 
fonctions cognitives et c’est pourquoi il est important de connaitre les mécanismes d’actions 
engagés dans l’évolution de cette maladie vers les déficits cognitifs. 
 
2.5 L’anxiété chez les patients hypertendus 
L’anxiété est également souvent présente chez les personnes hypertendues. Une étude 
menée par MC Laughlin et al. chez plus de 6600 patients, recevant un traitement contre 
l’anxiété, a démontré que 22% d’entre eux étaient également hypertendus (McLaughlin et al., 
2003). Une étude de plus petite envergure, impliquant 891 patients, a démontré que 12% des 
patients hypertendus évaluaient leur niveau d’anxiété à la hausse sur une échelle 
d’autoévaluation du niveau d’anxiété (Wei and Wang, 2006) ce qui ne diffère pas du 
pourcentage observé dans la population générale. Néanmoins, les traitements antihypertenseurs, 
tel que le captopril, un inhibiteur de l’enzyme de conversion de l’Ang II, ont démontrés des 
effets anxiolytiques significatifs, en plus de leur effet sur la pression artérielle. Chez des patients 
admit aux urgences, ayant une pression artérielle de plus de 160 mmHg et ne présentant pas 
d’autres symptômes, le captopril diminue la pression artérielle et l’anxiété de manière 
équivalente à l’alprazolam ou le diazepam, un anxiolytique de la classe des benzodiazépines 
(Grossman et al., 2005 ; Yilmaz et al., 2011). L’anxiété peut augmenter la pression artérielle à 
court terme. Cette condition est présente chez un certain pourcentage de patients souffrant 
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d’hypertension artérielle, il n’y a cependant pas d’étude à ce jour qui démontre que l’anxiété 
soit une cause de l’hypertension artérielle. 
Un stress ponctuel peut toutefois augmenter la pression artérielle et avoir un effet sur les 
fonctions cognitives. Chez des personnes exposées à un stress ponctuel induit par un choc 
électrique, l’anxiété affecte les capacités de concentration et d’attention. Les mécanismes 
d’attention visuospatiales de la mémoire à court terme sont principalement affectés, sans 
toutefois toucher la mémoire verbale (Lavric et al., 2003; Shackman et al., 2006). Les effets sur 
la mémoire de travail augmente lorsque le nombre de tâches à effectuer simultanément 
augmente (Vytal et al., 2013). 
Cependant, cet effet n’est pas présent chez les personnes souffrant d’un trouble anxieux 
généralisé, une condition définie dans le DSM-IV. Une étude, faite sur 3999 anciens 
combattants, a démontré que les personnes qui souffraient d’anxiété seule n’avaient pas de 
déficits cognitifs. Cependant, ceux souffrant simultanément d’anxiété et de dépression avaient 
un déficit de mémoire à court terme et des difficultés de remise en mémoire et de rappel de 
l’information (Kizilbash et al., 2002). 
L’anxiété n’aurait pas non plus pour effet d’aggraver ou d’augmenter la vitesse d’évolution des 
démences à corps de Lewis ou de type Alzheimer. Lors d’une étude faite chez 122 patients 
atteints de la maladie d’Alzheimer et 72 avec une démence à corps de Lewis suivis sur une 
période de 4 ans, l’anxiété n’a pas été un facteur significatif dans la vitesse d’évolution ou la 
gravité des démences à corps de Lewis ou de la maladie d’Alzheimer (Breitve et al., 2016). 
 
3. Le système rénine-angiotensine II 
3.1 Régulation de la pression artérielle par le système rénine-angiotensine 
La pression artérielle est régulée principalement par le système rénine-angiotensine (SRA). 
Un système responsable de produire des facteurs vasoactifs, dont l’Ang II, qui causeront une 
constriction des artères et une augmentation du débit sanguin, dans le but d’augmenter la 
pression artérielle et de maintenir une perfusion sanguine adéquate. Deux types de SRA sont 
disponibles pour augmenter l’Ang II : la voie classique dans la circulation sanguine et la voie 
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locale dans les tissus. La voie classique est activée lors d’une diminution de la pression artérielle 
dans les glomérules du rein. Les cellules glomérulaires sécrètent alors de la rénine qui servira à 
convertir l’angiotensinogène, secrété par le foie, en angiotensine I dans la circulation sanguine. 
L’angiotensine I sera convertie en Ang II, par l’enzyme de conversion de l’angiotensine, lors de 
son passage dans la circulation pulmonaire. L’Ang II, ainsi formée, active les récepteurs AT1 et 
AT2. Les récepteur AT2 antagonisent les effets du récepteur AT1, qui sont d’augmenter la 
résistance vasculaire par le biais de la vasoconstriction et de la prolifération des cellules 
musculaires lisses (Castrop, 2015). Les récepteurs AT2 sont impliqués dans la vasodilatation 
par la production de bradykinine et de NO en plus de l’augmentation du débit sanguin rénale 
(Matavelli and Siragy, 2015). D’autres produits sont formés par cette cascade, notamment 
l’angiotensine 1-7, l’angiotensine 3-7, l’angiotensine A et l’alamandine. L’angiotensine 1-7 est 
formée à partir de l’angiotensine I qui est convertie en angiotensine 1-9 et en angiotensine 1-7 
par l’enzyme de conversion de l’angiotensine II. L’angiotensine 1-7 active les récepteurs Mas 
qui antagonisent les effets des récepteurs AT1 en inhibant la vasoconstriction et la prolifération 
cellulaire (Simões e Silva et al., 2013). L’angiotensine 3-7 est un fragment dérivé de l’Ang II 
ou de l’angiotensine 1-7. L’angiotensine IV est un dérivé de l’angiotensine II convertie par les 
aminopeptidases A, N, B et M. L’angiotensine IV et 3-7 activent tout deux le récepteur AT4 qui 
augmente le débit sanguin du cortex rénal et diminue le transport du sodium dans les tubules 
rénaux proximaux. Ce récepteur serait aussi impliqué dans les dysfonctions cognitives (Chai et 
al., 2004). L’angiotensine A est un dérivé de l’Ang II et peut activer le récepteur AT1 ou se 
convertir en alamandine qui active le récepteur MrgD, un dérivé du récepteur Mas. L’activation 
du récepteur MrgD aurait un effet similaire au récepteur Mas de l’angiotensine 1-7 et agirait 










- 25 - 
 
Figure 4. Le système rénine-angiotensine 
 
 
Figure 4 : l’angiotensine II est produite à partir de l’angiotensinogène, provenant du foie, qui 
est convertie en angiotensine I par la rénine, sécrétée par le rein. L’angiotensine I est par la 
suite convertie en angiotensine II par l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ACE), 
provenant du poumon. L’angiotensine II peut être convertie en angiotensine III et IV par les 
aminopeptidases A, B, M, N et la carboxypeptidase convertie l’angiotensine IV en fragments 
inactifs. Les divers produits de l’angiotensine I et II activent les récepteurs Mas, AT2, AT1, 
MrgD et AT4. 
 
Une voie locale est présente dans certains tissus, dont le cerveau, dans lesquels l’Ang II est 
produite indépendamment du SRA circulant. Tous les composants (rénine, angiotensinogène, 
angiotensine I, l’enzyme de conversion de l’angiotensine et l’angiotensine II) se retrouvent dans 
le cerveau et ne peuvent pas provenir de la circulation périphérique car ils ne passent pas la 
barrière hématoencéphalique librement. Dans ce système, l’angiotensinogène, produit 
majoritairement par les astrocytes, serait la principale source de substrat pour l’Ang II, ainsi que 
l’étape limitante de la formation d’Ang II (Deschepper et al., 1986); (Ben-Ari and Garrison, 
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1988). L’angiotensinogène se retrouve aussi dans les neurones, et particulièrement dans les 
centres impliqués dans la régulation cardiovasculaire, tels que les organes subfonicaux, le 
nucléus paraventriculaire, et la médulla rostroventrolatérale (Diz, 2006). La rénine est présente 
dans les neurones des cellules pituitaires, du plexus choroïde, de la medulla oblongata et de 
l’hypothalamus. Elle a aussi été détectée dans la glie de la médulla oblongata et des organes 
subfornicaux (Dzau et al., 1986). L’enzyme de conversion de l’angiotensine, chargée de 
convertir l’angiotensine I en Ang II est présente dans le plexus choroïde, le putamen caudé, le 
cervelet, le tronc cérébral, l’hippocampe et les glandes pinéales (Paul et al., 1985).  
Le mécanisme par lequel l’Ang II et généré par les neurones reste inconnu. Néanmoins, 
l’expression d’Ang II locale a été détecté dans le noyau hypothalamique paraventriculaire, le 
noyau supraoptique, les organes circumventriculaires (OCV) et dans les noyaux du tractus 
solitaire (Lind et al., 2004). Aucun type de cellule présent dans le cerveau ne possédant tous les 
composantes du SRA, l’hypothèse est que celui-ci utilise un mécanisme enzymatique différent 
de celui du SRA périphérique (Saavedra, 2005). 
L’Ang II circulante peut également agir sur le cerveau en passant par les organes péri-
ventriculaires et les cellules endothéliales (Saavedra et al., 1992). L’Ang II peut activer les 
récepteurs AT1 sur les organes péri-ventriculaires, où la barrière-hématoencéphalique est plus 
perméable aux peptides de gros poids moléculaire. La concentration élevée de récepteurs AT1 
dans les organes péri-ventriculaires, impliquée dans le contrôle hormonal et l’élévation de la 
pression artérielle, laisse à penser que l’Ang II circulant à une activité importante dans ces 
régions (Peterson et al., 2006). L’Ang II ne passe pas la barrière hématoencéphalique, cependant 
elle peut atteindre le système nerveux central, par transport actif, en se liant aux récepteurs AT1 
situés sur l’endothélium. Ces derniers seraient capables de transloquer l’Ang II de manière 
apico-basale pour exposer le système nerveux central à l’Ang II circulante (Rose and Audus, 
1998) ; (Bodiga and Bodiga, 2013).  
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3.2 Mécanismes d’activation des récepteurs AT1 
3.2.1 Les récepteurs AT1 dans cellules musculaires lisses 
Le récepteur AT1 est un récepteur transmembranaire couplé aux protéines Gq et Gi. Son 
activation est responsable d’une variété de mécanismes tels que la vasoconstriction, le 
remodelage et l’inflammation vasculaire. Dans les cellules musculaires lisses, ce récepteur 
engendre la production de seconds messagers tels que l’inositol triphosphate (IP3), le 
diacylglycerol (DAG) et les espèces réactives de l’oxygène. Il active aussi des protéines kinases 
telles que la tyrosine kinase, la sérine/thréonine kinase, les MAPK, ERK, JNK, P38MAPK, 
Akt/PKB et les formes de PKC (protéine kinase C) (Suzuki et al., 2005).  
L’activation de la protéine Gq active la PLC de type β, une enzyme qui hydrolyse le 
phosphatidylinositol-4,5-biphosphate en IP3 et en DAG (Griendling 1986). L’IP3 active un 
récepteur canal sur le réticulum endoplasmique et provoque une libération de calcium 
intracellulaire vers le cytoplasme. Le DAG, en présence de calcium, active la PKC qui, à son 
tour, phosphoryle divers substrats. Cette voie de signalisation est responsable de plusieurs effets 
de l’Ang II tels que la contraction des muscles lisses vasculaires ainsi que la sécrétion 
d’aldostérone (Mulrow 1999). L’activation de la protéine Gi par le récepteur AT1 inhibe 
l’adénylyl cyclase, ce qui entraine une diminution de l’AMPc et de la vasodilatation. L’Ang II 
active aussi les protéines se liant au GTP telles que les Ras, Rho et Rac qui jouent un rôle 
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Figure 5 : l’activation du récepteur AT1 par l’angiotensine II, dans les cellules musculaires 
lisses, active la phospholipase C (PLC) qui entraine la formation de l’inositol triphosphate 
(IP3) et de diacylglycérol (DAG). Le DAG, en présence de calcium, active la protéine kinase 
C (PKC). L’IP3 provoque la libération du calcium contenu dans le réticulum endoplasmique. 
Le PKC et l’IP3 entraine une vasoconstriction. Les récepteurs AT1, activant la NADPH 
oxydase, forment l’anion superoxyde (O2-) et participent à la formation des espèces réactives 
de l’oxygènes (ERO) qui sont responsable du remodelage et de l’inflammation vasculaire. 
 
3.2.2 Les récepteurs AT1 dans cellules endothéliales 
La voie d’activation des récepteurs AT1 dans l’endothélium est moins connue mais 
semble être impliqué dans la régulation de l’équilibre entre les espèces réactives de l’oxygène 
et le NO (Watanabe et al., 2005). Une dysfonction de l’endothélium est associée à une 
diminution du NO. Une faible concentration de NO dans l’endothélium entraine une 
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augmentation de la vasoconstriction, de la prolifération des cellules musculaires lisses et de 
l’inflammation vasculaire. Cette diminution de NO peut être causé par un découplage ou une 
réduction de l’expression de l’eNOS (Cai and Harrison, 2000). Le découplage de l’eNOS est 
causé par le peroxyde produit par la NADPH oxydase et engendre une augmentation de la 
production d’anions superoxyde. Le peroxynitrite produit par l’interaction du NO et de l’anion 
superoxyde, à une haute affinité pour les résidus de nitrate tyrosine formant le nitrotyrosine-3 
qui inhibe la vasodilatation dépendante de l’endothélium (Wattanapitayakul et al., 2000).  
L’Ang II active également les PARP (poly(ADP-ribose) polymérase) à travers l’activité de la 
NADPH oxydase. Le PARP est une enzyme qui consomme beaucoup d’énergie, ce processus 
diminue le taux d’ATP et de NAD+ causant une dysfonction de l’endothélium. Dans 
l’endothélium également, l’Ang II cause une augmentation de l’expression des ICAM et 
VCAM-1 par l’activation de NFkB. (Figure 6). 
 
Figure 6. Mécanisme d’activation des récepteurs AT1 dans les cellules 
endothéliales 
 
Figure 6 : l’activation de la NADPH oxydase, par les récepteurs AT1 de l’endothélium, forme 
les espèces réactives de l’oxygène (ERO) qui entrainent un découplage de la synthase de 
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monoxyde d’azote endothélial (eNOS) et l’activation du facteur nucléaire kB (NFkB). Le 
NFkB augmente l’expression des protéines d’adhésion vasculaires (ICAM-1 et VCAM-1) ainsi 
que l’expression de gènes pro-inflammatoires. Le monoxyde d’azote (NO) formé par le eNOS 
s’associe à l’anion superoxyde (O2-) pour former du péroxyntrite (ONOO-) qui forme du 
nitrotyrosine-3, qui endommage l’ADN et forme des poly(ADP-ribose) polymérase (PARP). 
L’activation des PARP, du nitrotyrosine-3 et l’augmentation de l’expression des protéines 
d’adhésion vasculaires participent aux dysfonctions endothéliales.  
3.2.3 Mécanismes du récepteur AT1 dans l’inflammation vasculaire 
L’activation du récepteur AT1 est également impliqué dans l’ inflammation vasculaire 
résultant de la production de stress oxydant et de l’infiltration de cellules immunitaires.  Dans 
les cellules musculaires lisses, l’activation des récepteurs AT1 entraine une infiltration de 
leucocytes, un remodelage vasculaire et l’augmentation de la production de chémokines et de 
cytokines pro-inflammatoires (Ruiz-Ortega et al., 2000). La cascade cellulaire, initiée par les 
AT1, déclenche la production d’espèces réactives de l’oxygène par l’entremise de l’activation 
de la NADPH (Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate) oxydase. Les espèces réactives 
de l’oxygène, ainsi disponible, augmentent l’expression du NF-κB (Facteur nucléaire-κB) qui 
régit la majorité de la réponse inflammatoire. L’association de l’anion superoxyde, obtenue par 
la NADPH oxydase, avec le NO diminue la biodisponibilité du NO endogène et forme du 
péroxynitrite, un puissant oxydant lié à l’apoptose et à la mort cellulaire. L’élévation des espèces 
réactives de l’oxygène augmente aussi l’activation du NF-κB soit par l’activation des MAP 
kinases, soit par la phosphorylation de l’IκB responsable de l’inhibition du NF-κB. Le NF-κB 
ainsi activé augmente l’expression des molécules d’adhésion ICAM-1 (molécule d’adhésion 
intracellulaire-1), VCAM et P-sélectine (Pueyo et al., 2000), en plus des cytokines pro-
inflammatoires, des chemokines, et de l’iNOS (synthase du monoxyde d’azote inductible) 
(Tham et al., 2002). (Figure 6). 
3.2.4 Mécanismes du récepteur AT1 dans les neurones 
Il a été démontré que l’activation des récepteurs AT1 joue un rôle dans la modulation du 
potentiel d’action neuronal par leur action sur les courant ioniques membranaires. Les 
mécanismes intracellulaires impliqués sont l’inhibition des courants calciques et potassiques 
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(Ikv) par l’activation de la voie des PLC. L’Ang II augmente le taux de décharge neuronal par 
l’activation des récepteurs AT1 qui mène à la formation de PLC qui, à son tour, forme du DAG 
et de l’IP3. L’IP3 active la libération de calcium des réserves du réticulum endoplasmique. 
L’augmentation du calcium intracellulaire, associée au DAG, activent la PKC. Le  calcium 
s’associe à la calmoduline (CAM) pour former la calmoduline kinase II (CAMKII). La PKC et 
la CAMKII inhibent les canaux potassiques Ikv par des mécanismes qui sont, à ce jour, indéfinis. 
L’Ang II augmenterait également la production de noradrénaline neuronale dont la voie 
d’activation reste controversée (Sumners et al., 2002). (Figure 7).  
 
Figure 7. Mécanisme d’activation des récepteurs AT1 dans les neurones 
 
 
Figure 7 : l’activation des récepteurs AT1 dans les neurones active la phospholipase C (PLC) 
qui entraine la formation de l’inositol triphosphate (IP3) et de diacylglycérol (DAG). Le DAG, 
en présence de calcium, active la protéine kinase C (PKC). L’IP3 provoque la libération du 
calcium contenu dans le réticulum endoplasmique. Le calcium s’associe à la calmoduline 
(CAM) pour former la calmoduline kinase II (CAMKII). L’activation des PKC et de la 
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CAMKII a pour effet d’inhiber les canaux potassiques Ikv et de causer une augmentation du 
taux de décharge neuronale et une diminution de l’activité des canaux Ikv. 
 
3.2.5 Mécanismes du récepteur AT1 et couplage neurovasculaire 
Les recherches actuelles sur l’implication des récepteurs AT1 dans les dysfonctions du 
CNV laissent à penser que celles-ci seraient causées par le stress oxydant. Notamment, par les 
espèces réactives de l’oxygène générés par la NADPH oxydase, suite à l’activation des 
récepteurs AT1 de l’endothélium. Cette hypothèse a été explorée chez les souris perfusées à 
l’Ang II, chez lesquelles le CNV est restauré et la production d’espèces réactives de l’oxygène 
diminuée par l’inhibition de la NADPH oxydase ou par le losartan (Kazama et al., 2004); 
(Girouard et al., 2006).  
Les espèces réactives de l’oxygène produits dans les cellules endothéliales altèrent la 
vasodilatation de plusieurs manières. La production de superoxyde par la NADPH oxydase, en 
association avec le NO, forme du péroxynitrite dans les cellules endothéliales qui peut diffuser 
par la suite vers les cellules gliales. Cette réaction diminue la concentration de NO qui est un 
puissant vasodilatateur. De plus, le péroxynitrite inhibe la synthèse de PGI2, également un 
vasodilatateur, ainsi que la probabilité d’ouverture des canaux potassiques. Il participe 
également au bris de l’ADN donnant lieux à l’activation de l’enzyme de réparation de l’ADN 
(PARP) qui altère le CNV par son importante consommation d’énergie (Bloch et al., 2015). Les 
effets délétères de l’Ang II sur le CNV peuvent aussi passer directement par leur action sur les 
neurones et les astrocytes. Une étude, effectuée sur des cultures cellulaires de neurones de 
ganglions spinaux, a démontré que la stimulation de ces neurones par l’Ang II engendrait des 
dommages à l’ADN neuronal. Cet effet, inhibé par le valsartan, est rétablit lors d’une co-culture 
avec des astrocytes (Min et al., 2011). Cependant, des travaux supplémentaires sont nécessaires 
pour éclaircir le rôle de l’Ang II sur la réponse cérébrovasculaire et sur les différents éléments 
composant l’unité neurovasculaire. 
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3.3 Fonctions du système rénine-angiotensine sur la cognition 
3.3.1 Chez l’homme 
Si un des facteurs de risque majeur dans le développement des DCL, des démences 
vasculaires et de la maladie d’Alzheimer semble être l’hypertension artérielle, les mécanismes 
sous-jacents ne sont pas encore élucidés. Les principaux traitements utilisés, seuls ou combinés, 
pour contrôler l’hypertension artérielle sont : les diurétiques, les bloqueurs de canaux calciques, 
les inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine et les inhibiteurs des récepteurs à 
l’angiotensine de type I (sartans). Ceux-ci sont efficaces pour contrôler la pression artérielle 
dans la majorité des cas. Cependant, plusieurs études démontrent que certains d’entre eux 
seraient aussi impliqués dans le ralentissement des dysfonctions cognitives chez les personnes 
hypertendues (Forette et al., 2002). 
L’étude Syst-Eur (Systolic Hypertension in Europe) comparait la nitrendipine, un bloqueur de 
canaux calciques, à un placebo, chez des patients hypertendus. Un suivi de 2 ans a démontré 
que la nitrendipine diminuait l’incidence de démence de 50% mesurée par le MMSE (Forette et 
al., 1998). L’étude PROGRESS (PeRindopril prOtection aGainst Recurrent Stroke Study) a été 
faite en double-aveugle chez 6105 patients ayant souffert d’ischémie cardiaque transitoire ou 
aigüe. Le groupe traité a reçu du perindopril, un inhibiteur de l’enzyme de conversion de 
l’angiotensine associé, ou non, à de l’indapamide, un diurétique. Cette étude a démontré une 
diminution du déclin cognitif de 19% par rapport au groupe témoin, lors d’un suivi sur une 
période de 4 ans (“Randomised trial of a perindopril-based blood-pressure-lowering regimen 
among 6105 individuals with previous stroke or transient ischaemic attack,” 2001). L’étude 
OSCAR (Obsvervational Study on Cognitive Function and SBP Reduction) faite avec 10 000 
patients, sur une durée de 6 mois, a démontré que l’eposartan, un inhibiteur du récepteur AT1, 
augmente le pointage au MMSE en plus de diminuer la pression artérielle chez les patients 
hypertendus. L’effet du traitement sur les fonctions cognitives était plus marqué chez les 
patients âgés, avec une pression artérielle initiale élevée ou un indice de masse corporel compris 
entre 25-30, correspondant à un surpoids sans être qualifié d’obésité (Petrella et al., 2012). 
Les sartans auraient cependant une réponse supérieure aux enzymes de conversion de 
l’angiotensine sur la cognition, chez les personnes âgées hypertendues, particulièrement sur la 
mémoire épisodique et les capacités visuospatiales (Fogari et al., 2006). En comparant l’effet 
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du losartan à l’aténolol, un inhibiteur des récepteurs β-adrénergiques, Fogari et al. ont pu voir 
que les deux traitements diminuent la pression artérielle de manière similaire, à l’exception que 
le losartan a aussi un effet sur la mémoire, et améliore les résultats aux tests de rappels de mots 
qui mesurent la mémoire à court terme, ce qui n’est pas le cas de l’aténolol (Fogari et al., 2004). 
L’amélioration des fonctions cognitives par les inhibiteurs des récepteurs AT1 serait liée au 
rétablissement des fonctions hémodynamiques. Hajjar et al ont démontré que les patients 
hypertendus souffrant de la maladie d’Alzheimer ou de DCL amnésique, recevant un traitement 
de candesartan sur une période d’un an, ont vu une amélioration de leurs fonctions exécutives 
associées à une augmentation de la réponse hémodynamique (Hajjar et al., 2013).  
Cependant, toutes les études sur les antihypertenseurs n’ont pas démontré d’effets bénéfiques 
sur la mémoire. Lors de l’étude SCOPE (Study on Cognition and Prognosis in the Elderly), le 
candesartan a été comparé à d’autres antihypertenseurs chez 4964 patients âgés de 70-89 ans 
sur 4 ans. Les autres antihypertenseurs étaient principalement des bêtas bloquants, des 
diurétiques ou des inhibiteurs de canaux calciques. Dans les deux groupes, la diminution de la 
pression artérielle et le pointage au MMSE étaient équivalents entre les différents 
antihypertenseurs utilisés. Cette étude n’a pas démontré de différences entre les 
antihypertenseurs sur le pointage du MMSE qui est resté stable dans les deux groupes (Lithell 
et al., 2003). L’étude SHEP (SYstolic Hypertension in the Elderly Program) faite sur 4736 
patients âgés de plus de 60 ans sur une durée de 5 ans a comparé la chlorthalidone (un 
diurétique), la réserpine (un bloqueur du transporteur de monoamine vésiculaire) ou l’aténolol 
(un béta bloquant) contre placebo sur une durée d’environ 5 ans. Cette étude ne démontrait 
également aucune différence entre les groupes dans le test short-CARE (The short-
Comprehensive Assessment and Referral Evaluation) (Di Bari et al., 2001).  
Le fait que les effets bénéfiques des antihypertenseurs sur la mémoire ne soient pas unanimes 
est probablement causé par la variabilité des protocoles. Plusieurs autres études seront donc 
nécessaires pour savoir quel traitement est le plus efficace pour ralentir les déficits cognitifs 
chez ces patients. 
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3.3.2 Chez l’animal 
Les fonctions du SRA dans le cerveau s’étudient soit en observant les effets d’une 
augmentation du SRA ou de l’Ang II systémique, par l’injection d’Ang II dans le parenchyme 
ou dans les ventricules cérébraux. Une des premières études sur le rôle du SRA systémique, sur 
les fonctions cérébrales et sur la mémoire, a été faite chez des souris ayant une surexpression 
génétique de la rénine et de l’angiotensinogène. Ces souris démontraient une diminution de leur 
capacité d’apprentissage à l’âge de 14 semaines. Ce déficit était précédé par une augmentation 
du stress oxydant marqué par une suractivité de la NADPH oxydase générant une augmentation 
de l’anion superoxyde (Inaba et al., 2009). Dans les modèles de rats Dahl sensibles au sel et de 
souris avec néphrectomie partielle, l’augmentation du taux plasmatique de l’Ang II était 
associée à une diminution des capacités cognitives. Ces modèles présentent aussi une 
augmentation de la peroxydation des lipides et des dommages liés à l’oxydation de l’ADN dans 
le cerveau. L’olmesartan et de telmisartan, deux inhibiteurs du récepteur AT1, rétablissaient les 
fonctions cognitives et les dommages liés au stress oxydant et normalisaient le taux plasmatique 
d’ang II (Pelisch et al., 2011) (Haruyama et al., 2014). L’Ang II administrée dans les ventricules 
cérébraux cause également un déficit d’apprentissage lors d’une injection ponctuelle avant 
l’apprentissage. Plus précisément, ce modèle cause un déficit d’acquisition, de consolidation et 
de rappel dans le test de la piscine de Morris et ralenti l’apprentissage chez le rat dans le Y-
maze. Pareil à un traitement chronique, ce régime d’Ang II injecté de manière aigüe augmente 
la peroxydation des lipides et diminue les enzymes anti-oxydantes (superoxyde dismutase et la 
glutathion peroxydase). Dans ce cas de figure la mémoire et les dommages oxydatifs sont 
restaurés avec un traitement de losartan (Tota et al., 2013)(Bild et al., 2013).  
Les résultats de ces études démontrent que l’augmentation aiguë d’Ang II ou la 
manipulation génétique de l’activité du SRA mènent à des troubles de mémoire et 
d’apprentissage, corrélés avec une augmentation du stress oxydant. Cependant, aucune étude 
n’a été faite sur la relation entre une augmentation chronique de l’Ang II systémique et les 
fonctions cognitives. Dans ce projet nous avons cherché à connaître l’effet d’une augmentation 
systémique et chronique du taux d’Ang II sur les fonctions cognitives dans le but de mimer 
l’hypertension artérielle vue chez l’homme.  
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3.4 Maladie d’Alzheimer et angiotensine II 
3.4.1 Les béta-amyloïdes  
Une des caractéristiques de la maladie d’Alzheimer est l’accumulation extracellulaire 
des β-amyloïdes. Ces derniers sont des peptides, d’environ 4kD, formés de 36 à 43 acides aminés 
et dont on ne connait pas encore la structure in vivo. Les β-amyloïdes sont formés à partir de la 
protéine précurseure de l’amyloïde (APP). L’APP est une protéine transmembranaire qui peut 
être clivée selon la voie amyloïdogénique ou non-amylogénique. La voie non-amyloïdogénique 
utilise l’α-sécrétase et le γ-sécrétase pour former successivement l’APP-α, puis la protéine 
soluble P3 et le domaine intracellulaire cytoplasmique de l’APP (AICD). Alors que la voie 
amylogénique utilise la β-secrétase (BACE) pour former l’APP-β, puis les β-amyloïdes 1-40 et 
1-42 (Voir Figure 8). 
Figure 8. Mécanisme de formation des β-amyloïdes  
 
Figure 8 : Les β-amyloïdes sont formés à partir de la protéine précurseure de l’amyloïde 
(APP). L’APP est clivée selon la voie amyloïdogénique ou non-amylogénique. La voie non-
amyloïdogénique forme l’APP-α, puis la protéine soluble P3 et le domaine intracellulaire 
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cytoplasmique de l’APP (AICD) par l’α-sécrétase et le γ-sécrétase. La voie amylogénique 
utilise la β-secrétase (BACE) pour former l’APP-β, puis les β-amyloïdes 1-40 et 1-42. 
 
Les β-amyloïdes font partie de la classe de protéines connues sous le nom de ‘protéines 
intrinsèquement désordonnées’, c’est-à-dire, que ce sont des protéines qui ne possèdent pas de 
structure tertiaire dans des conditions physiologiques. Cette flexibilité conformationelle 
augmente leur capacité à se lier à plusieurs types de protéines (Uversky and Dunker, 2013). 
Les β-amyloïdes 1-40 et 1-42 ont un comportement très différent malgré le fait que seulement 
2 acides aminés les séparent. Les β-amyloïdes 1-40 existent principalement en tant que 
monomères, contrairement aux β-amyloïdes 1-42 qui se trouvent le plus souvent sous forme de 
trimères et de tétramères. Les β-amyloïdes 1-40 et 1-42 forment tout deux des fibrilles, mais 
n’adoptent pas les mêmes mécanismes de configuration. Les β-amyloïdes 1-42 forment des 
fibrilles en forme de pentamères ou d’hexamères, alors que les β-amyloïdes 1-40 forment des 
fibrilles par addition de monomères (Bitan et al., 2003). Les β-amyloïde 1-40 existent plus 
facilement sous forme d’oligomères, alors que les β-amyloïde 1-42, ont plus de facilité à former 
des agrégats due à la structure de leur c-terminal, et participent donc activement à la formation 
de plaques séniles. 
 
Dans sa forme libre et à de très faibles concentrations, la fonction physiologique des β-
amyloïdes endogènes est de participer à la consolidation de la mémoire (Garcia-Osta and 
Alberini, 2009). Elle régule notamment la formation des synapses, en modulant la libération des 
vésicules présynaptiques, et augmente l’activité synaptique dans l’hippocampe (Abramov et al., 
2009). Cependant, dans le cas de la maladie d’Alzheimer, les β-amyloïdes ne sont plus recyclés 
et dégradés par les lysosomes après leur utilisation. Par conséquent, la diminution de 
l’élimination des β-amyloïdes, dont le taux de production est très élevé, cause une accumulation 
dans l’espace extracellulaire et forme des plaques séniles, composées principalement de 
neurofibrilles Tau et de β-amyloïdes. (Bateman et al., 2006). Ces plaques neurotoxiques peuvent 
causer rapidement une apoptose neuronale de par leur effet oxydant (Deshpande et al., 2006). 
Cependant, de plus en plus d’études suggèrent que les β-amyloïdes sous forme d’oligomères 
seraient les plus neurotoxiques et ce bien avant l’apparition de plaques β-amyloïdes composées 
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de fibres de β-amyloïdes et de protéines Tau (Hsia et al., 1999); (Lue et al., 1999); (Tampellini 
et al., 2010).  
 
3.4.2 Théories 
La maladie d’Alzheimer est définie comme étant une maladie neurodégénérative 
progressive, dont les empruntes histopathologiques incluent la présence de plaques séniles 
formées d’accumulation de protéines β-amyloïdes, d’enchevêtrements neurofibrillaires de la 
protéine tau et d’une angiopathie amyloïde cérébrale (Love, 2005). L’origine de la maladie 
d’Alzheimer a donné lieu à plusieurs hypothèses. Parmi lesquelles, les hypothèses β-amyloïde, 
de la cascade des oligomères, Tau, inflammatoire et vasculaire.  
L’hypothèse des β-amyloïdes met en cause l’accumulation d’oligomères β-amyloïdes générées 
par le clivage amylogénique d’APP par la β et gamma sécrétase. Ce clivage donne naissance à 
des résidus protéiques, dont les 1-40 sont les plus nombreux et les 1-42 sont les plus aptes à 
former des amalgames fibreux extracellulaires et seraient associé à l’apparition de la maladie 
d’Alzheimer (Hardy and Selkoe, 2002). Une version plus récente de l’hypothèse des β-
amyloïdes est celle de la cascade des oligomères β-amyloïdes. Cette théorie met directement en 
cause l’augmentation des oligomères β-amyloïdes dans l’altération des fonctions cognitives 
dans la maladie d’Alzheimer (Hayden and Teplow, 2013).  
L’hypothèse Tau aurait pour origine l’hyperphosphorylation des protéines tau et leur 
accumulation sous forme d’enchevêtrements neurofibrillaires intracellulaires. La cause de la 
neurodégénérescence de l’hypothèse inflammatoire serait la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires, générée par l’activation des astrocytes et de la microglie lors de leur activation 
par les β-amyloïdes.  
Pour finir, l’hypothèse vasculaire stipule qu’une hypoperfusion cérébrale, associée à une 
pathologie microvasculaire, serait responsable d’une réduction de l’apport en oxygène et en 
nutriments résultant en une accumulation de plaques β-amyloïde, une inflammation et une 
diminution du nombre de synapses. Le laboratoire de Zlokovic a développé l’hypothèse 
vasculaire selon laquelle la maladie d’Alzheimer serait causée par une élimination défectueuse 
des β-amyloïdes. Il parle alors de trois théories. La première est l’hypothèse amyloïde, selon 
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laquelle les β-amyloïdes initient une chaine d’événements menant à une neurodégénérescence 
et aux dysfonctions cognitives, vues dans la maladie d’Alzheimer. La deuxième, est l’hypothèse 
vasculaire en deux étapes. Dans ce cas, l’accumulation de β-amyloïdes serait un effet secondaire 
aux dommages vasculaires. La troisième est l’hypothèse vasculaire en une étape. Celle-ci met 
en cause la diminution du débit sanguin cérébral qui engendrerait une hypoxie et un bris de la 
barrière-hématoencéphalique, en plus de l’accumulation de macromolécules neurotoxiques. 
Dans ce cas de figure, l’accumulation de β-amyloïdes arriveraient avant ou après la diminution 
du débit sanguin (Sagare et al., 2013).  
3.4.3 Le rôle de l’angiotensine II dans la maladie d’Alzheimer 
L’étude post-mortem de cerveaux de patients touchés par la maladie d’Alzheimer, 
montre une augmentation de la présence d’Ang II et de récepteurs AT1, dans le parenchyme de 
ces patients. Les neurones immunopositives pour l’Ang II sont associées avec la présence de 
plaques β-amyloïdes (Savaskan et al., 2001).  
Dans les modèles transgéniques de la maladie d’Alzheimer, l’Ang II accélère le processus de la 
maladie d’Alzheimer, et augmente les dépôts de β-amyloïdes corticaux, en même temps que les 
β-amyloïdes solubles. Ces effets sont liés à la diminution des performances dans les tests de la 
piscine de Morris (Cifuentes et al., 2015a). Premièrement, l’Ang II augmente les β-amyloïdes 
par l’augmentation de l’activité des sécrétases, impliqué dans la voie amylo ïdogénique lors du 
clivage de l’APP (Zhu et al., 2011). La perfusion intracérébroventriculaire d’ang II, augmente 
les β-amyloïdes 1-40 et 1-42 par l’augmentation de l’activité des γ-, et β-secrétase, effet qui est 
aboli par le losartan (Zhu et al., 2011).  
D’autre part, la production d’espèces réactives de l’oxygène, suite à l’activation des récepteurs 
AT1 par l’Ang II, augmente la formation de peroxyde d’hydrogène. Le peroxyde d’hydrogène 
active la γ-secrétase qui augmente le clivage amylogénique des APP (Shen et al., 2008). Dans 
un modèle de coarctation trans-aortique, l’hypertension artérielle subséquente induit une 
augmentation des β-amyloïdes solubles (Carnevale et al., 2012a). Dans le modèle de souris 
surexprimant l‘APP, l’inhibition des récepteurs AT1 par les sartans rétablit l’élimination des β-
amyloïdes en plus de diminuer l’activité de la NADPH oxydase et le taux des espèces réactives 
de l’oxygène, qui sont tous les deux augmentés dans la maladie d’Alzheimer (Ongali et al., 
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2014). Cet effet serait la conséquence du rétablissement de la perfusion cérébrale et de la réponse 
cérébrovasculaire par l’inhibition des AT1. 
 
4. Le système immunitaire 
4.1 Généralités 
La première ligne de défense contre les pathogènes est le système immunitaire inné, 
comprenant les phagocytes, neutrophiles et macrophages, qui sont capable de reconnaître les 
signaux danger (DAMPS) ou les récepteurs de reconnaissance de motifs propres aux 
pathogènes, les PAMP (pathogen-associated molecular patterns) tel que les TLR (récepteur 
Toll-like). Ce système agit rapidement et de manière non-spécifique pour combattre les 
infections. Alors que le système immun acquis est plus spécifique et fournit une réponse en 
fonction des pathogènes précédemment rencontrés. Il est basé sur la réponse des protéines 
capable de reconnaitre les antigènes produits par les lymphocytes B ou présentés par les 
récepteurs de lymphocytes T (TCR). Ce système met en œuvre la reconnaissance du soi et du 
non-soi par le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de type I et de type II. Le CMH I 
est une molécule exprimée à la surface des cellules nucléées et identifie les cellules du soi. Pour 
monter une réponse immunitaire, les cellules présentatrices d’antigène (CPA) désintègrent les 
pathogènes, pour les exprimer à leur surface de manière à activer les lymphocytes et constituer 
le CMH II.  
L’activation des lymphocytes T se fait à l’aide des cellules dendritiques qui présentent les 
antigènes dans le CMH II. Elles migrent ensuite dans les organes lymphoïdes secondaires pour 
les présenter aux lymphocytes T. Ce processus requière la participation de co-stimulateurs tels 
que le CD80 et le CD86 sur les CPA et le CD28 sur les lymphocytes T (Marvar et al., 2012). La 
réponse adaptative repose sur la maturation et la prolifération des cellules en sous-types 
effecteurs, produisant des cytokines, et en cellules mémoires qui favorisent une réponse plus 
rapide lors d’une nouvelle infection.  
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4.1.1 Les lymphocytes T 
Les lymphocytes T se divisent en trois catégories : les CD8+, les CD4+ et les CD4+ 
CD25+. Les CD8+ sont des cellules cytotoxiques qui répondent au CMH I et dont le rôle est de 
lyser les cellules cibles. Les CD4+, aussi appelé lymphocytes T helper (Th) ont pour fonction 
d’aider les autres cellules à monter une réponse immunitaire. Cette catégorie comprend les Th1, 
les Th2 et les Th17. Les CD4+ CD25+ aussi appelé lymphocytes T régulatrices (Treg), ont pour 
rôle de moduler la réponse immunitaire. 
La maturation des lymphocytes T se fait classiquement dans le thymus. Une fois exposées à un 
antigène, ces cellules se multiplient pour monter une réponse immunitaire contre un pathogène 
spécifique. Les cellules T naïves (CD4+) ont besoin de trois types de signaux pour être activés : 
un antigène spécifique se liant au CMH II ; un co-stimulateur (CD80 ou CD86) et des cytokines 
pour promouvoir l’expansion et la différenciation des cellules.  
Il y a trois types de CPA : les macrophages, les cellules B et les cellules dendritiques. Les 
cellules dendritiques sont les principales cellules présentatrices d’antigène. Elles capturent, 
traitent et présentent l’antigène aux cellules T pour provoquer une réponse immunitaire contre 
un antigène spécifique. Les cellules dendritiques acquièrent les antigènes avant leur migration 
vers les organes lymphoïdes secondaires, tels que les nœuds lymphatiques et la rate. Une fois 
arrivés dans les organes lymphoïdes secondaires, les antigènes sont présentés aux cellules T 
naïves (CD4+) qui seront différenciées en Th1, Th2, Th 17 et Treg.  
Les CD4+ se différencient en Th1 sous l’influence de l’interleukine-12 et de l’INF-gamma pour 
monter une réponse immunitaire contre les virus et bactéries. Ce processus se fait par le biais 
des cellules dendritiques, des macrophages et de leur sécrétion d’INF gamma qui active le 
TNFα. La différenciation des CD4+, en présence de l’IL-4, forme des Th2 qui éliminent les 
parasites par l’intermédiaire de l’IL-4, l’IL-5 et de l’IL-13. En présence du TGF-β, de l’IL-6 et 
de l’IL-1, les CD4+ se différencient en Th17 et produisent les cytokines IL17A, IL17F, IL21 et 
IL22. Ces dernières sont impliquées dans les réactions auto-immunes en plus de leur effet sur 
les bactéries.  
Sous l’influence du TGF-β, les CD4+ se différencient en Treg (CD4+ CD25+ Foxp3+) qui sont 
impliqués dans la prévention des réactions et maladies auto-immunes. Ceux-ci peuvent être 
naturels, lorsqu’ils sont produits dans le thymus, ou inductible, lorsqu’ils sont le résultat d’une 
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réponse immunitaire. Toutes deux sont associées au facteur de transcription Forkhead p3 
(Foxp3) nécessaire à leur maturation. Une fois que les Treg ont atteint leur maturité, ils se 
retrouvent principalement dans les nœuds lymphatiques et dans la rate (Fontenot et al., 2005).  
4.1 Inflammation vasculaire et hypertension  
Les modifications de la structure vasculaire sont le résultat de l’interaction entre les 
neutrophiles, les lymphocytes, les monocytes-macrophages et les cellules vasculaires, dont 
l’interaction se fait à travers l’expression de molécules d’adhésion, de facteurs de croissance 
cytokine et chémokines (Schiffrin, 2010). L’inflammation vasculaire serait responsable du 
développement et du maintien de l’hypertension artérielle. 
Deux théories sont mises en évidence pour expliquer l’effet de l’hypertension artérielle sur 
l’inflammation vasculaire. La première stipule que l’augmentation de la pression artérielle cause 
des lésions intravasculaires qui favorisent l’infiltration des Th dans les artères. La libération de 
cytokines par les cellules infiltrées provoquerait une augmentation des espèces réactives de 
l’oxygène, qui envoient un signal dans les OCV et dans le noyau paraventriculaire de 
l’hypothalamus. Cette chaine d’évènements déclencherait l’augmentation pathologique de la 
pression artérielle (Kang et al., 2008).  
La deuxième théorie, développée par Harrison et al., est que l’hypertension artérielle se 
développerait en deux temps et aurait pour origine les OCV. Dans un premier temps, certains 
stimuli, tels qu’un stress chronique, une augmentation de sodium et/ou d’Ang II, causeraient 
une pré-hypertension (135-140 mm Hg) en activant les systèmes centraux régissant la pression 
artérielle, ainsi qu’une augmentation de cytokines pro-inflammatoires dans les OCV. Pendant 
cette phase, l’Ang II faciliterait l’infiltration de macrophages et de lymphocytes T dans les 
artères, le rein et le tissus adipeux périvasculaire. L’augmentation de la pression artérielle et de 
la norépinéphrine, en plus des dommages oxydatifs causés par l’augmentation de l’Ang II, 
mènent à la formation de néoantigènes et de cytokines pro-inflammatoires (IL-6) dans les artères 
et les reins. Les néoantigènes, possiblement formés par les espèces réactives de l’oxygène, sont 
présentés aux cellules T par les macrophages et les cellules présentatrices d’antigènes (CPA). 
Une fois activés, les lymphocytes T libèrent des chémokines et des cytokines pro-
inflammatoires telles, que l’L-17. Ceux-ci qui agiraient de concert avec l’Ang II, le sodium et 
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les catécholamines pour faciliter le recrutement et l’infiltration de T et causer des dysfonctions 
vasculaires, une vasoconstriction et un remodelage vasculaire qui mène à une augmentation de 
la rétention du sodium et de la pression artérielle (Harrison et al., 2012). (Figure 9). 
Figure 9. Mécanismes impliqués dans la relation entre l’inflammation vasculaire 
et l’hypertension artérielle 
 
 
Figure 9 : le sodium, l’angiotensine II (Ang II) et l’anxiété sont des facteurs qui participent à 
l’augmentation de la pression artérielle et à la formation de cytokines pro-inflammatoires (IL-
6) par les organes circumventriculaires (OCV). L’augmentation de la pression artérielle en plus 
des dommages causés par l’Ang II, qui forment des espèces réactives de l’oxygène (ERO), 
forment des néoantigènes qui sont présentés aux cellules T par les cellules présentatrices 
d’antigènes (CPA) et les macrophages. Les cellules T activées produisent de l’IL-17 et 
participent au maintien de l’hypertension artérielle et au remodelage vasculaire. Ces derniers 
augmentent la rétention de sodium par le rein et la production d’Ang II. 
Ces mécanismes contribuent à l’augmentation de la rigidité artérielle par l’augmentation de la 
prolifération des cellules musculaires lisses, mais aussi par l’infiltration de cellules immunitaires 
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résultant en une inflammation vasculaire qui précède et/ou accompagne l’hypertension 
artérielle. 
4.3 Le rôle du système immunitaire dans l’hypertension 
Les macrophages, les lymphocytes B et T expriment aussi plusieurs éléments du SRA tel 
que le récepteur AT1, l’angiotensinogène et l’enzyme de conversion de l’angiotensine (Nataraj 
et al., 1999). Leur SRA endogène est essentiel à l’activation et la transmigration des 
lymphocytes T à travers l’endothélium. Dans un modèle cellulaire, la transmigration et 
l’adhésion des cellules T sont inhibées par l’ajout de losartan (Silva-Filho et al., 2011).  
De ce fait, il a été découvert que les lymphocytes T pourraient interagir avec l’Ang II et auraient 
éventuellement un rôle à jouer dans le développement de l’hypertension artérielle. Une des 
premières études à attirer l’attention sur le rôle des lymphocytes T, dans le développement de 
l’hypertension artérielle, était faite par Guzik et al, chez des souris RAG-1-/-, qui n’expriment ni 
les lymphocytes T ni les lymphocytes B (Guzik et al., 2007). Cette étude révèle que, chez ces 
souris, la perfusion de 400 ng/kg/mn d’ang II, pendant 14 jours, ne cause pas d’augmentation 
de la pression artérielle ni de dysfonctions vasculaires. Toutefois, les effets de l’Ang II sont 
rétablis par un transfert de lymphocytes T, mais pas par les lymphocytes B. Plus 
particulièrement, ce rétablissement dépendrait de l’activation des récepteurs de la NADPH 
oxydase, car le transfert de cellules T qui n’exprimaient pas la NADPH oxydase, ou le récepteur 
AT1, n’ont pas rétablis les effets délétères de l’Ang II. Cette étude suggère donc que l’activation 
des récepteurs AT1 et de la NADPH oxydase, présents sur les lymphocytes T, est nécessaire au 
développement de l’hypertension artérielle provoqué par l’Ang II.  
Cette réaction est également présente dans plusieurs modèles animaux ayant un système immun 
déficient. Un traitement immunosuppressif, chez le rat ‘Dalt-salt sensitive’, prévient les 
dysfonctions rénales et l’augmentation de la pression artérielle, normalement causée par un 
régime élevé en sel (Tian et al., 2007) (Muller et al., 2002). De même, les souris SCID, n’ayant 
pas de lymphocytes T activés, ne développent pas d’augmentation de la pression artérielle avec 
une perfusion d’Ang II (Crowley et al., 2010). Une autre étude a démontré que le transfert de 
Treg diminue également le pourcentage de lymphocytes T activés, et que cet effet est corrélé 
avec une diminution de l’hypertrophie et la fibrose cardiaque induite par l’Ang II (Kvakan et 
al., 2009).  
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Dans le but de préciser le type de lymphocytes impliqués dans ce phénomène, une étude menée 
par le laboratoire du Dr Schiffrin a démontré l’effet des cellules Treg sur l’hypertension 
artérielle. En effet, en utilisant un modèle de souris adultes, perfusés d’ang II 1000ng/kg/mn 
pendant 14 jours, ils ont démontré que l’injection de cellules Treg chez des souris prévenait 
l’hypertension artérielle et les dysfonctions endothéliales chez ces souris (Barhoumi et al., 
2011). Dans cette étude, l’Ang II augmentait de 150% l’activité de la NADPH oxydase, en plus 
de l’infiltration des macrophages et des cellules T dans l’aorte. Dans les artères mésentériques, 
l’expression des molécules d’adhésions était multipliée par deux et la vasodilatation dépendante 
de l’endothélium, mesurée par stimulation avec l’Ach, diminuée de 70%. L’Ang II causait aussi 
une rigidité artérielle et une augmentation de la pression artérielle de 43%. L’injection de 
cellules Treg prévenait toute les dysfonctions vasculaires causées par l’Ang II, alors que 
l’injection de cellules Th n’avait aucun effet.  
La manière dont l’Ang II interagit avec les lymphocytes T reste à préciser. Cependant, 
Matrougui et al. indiquent que l’Ang II affaiblit les réserves de Treg en causant une apoptose de 
celles-ci. Cet effet pouvait être empêché par un prétraitement des Treg avec du candesartan. 
L’activation des récepteurs AT1 par l’Ang II serait donc directement impliquée. Leur rôle de 
régulateur de l’activité du système immunitaire serait conséquemment compromis en présence 
d’une augmentation du taux d’Ang II (Matrougui et al., 2011).  
4.4 Les lymphocytes T 
 Les Treg agiraient principalement par la modulation de la réponse des Th (Sakaguchi et 
al., 1995). Ces cellules Treg sont un sous-type de lymphocyte T CD4+ qui expriment la chaine 
CD25 et le facteur de transcription FoxP3 (Sakaguchi et al., 1995). Les souris n’exprimant pas 
le Foxp3, ne peuvent produire de Treg CD4+CD25+, et meurent rapidement d’un syndrome 
lymphoprolifératif auto-immun (Fontenot et al., 2003). 
Le Foxp3 se retrouvent également dans plusieurs autres types de cellules tel que les CD4+ 
CD25-, les CD8+, les lymphocytes B, les macrophages et les cellules dendritiques, mais à de 
très faibles proportions. Alors que dans les cellules CD25+, seules celles qui expriment un taux 
élevé de Foxp3 ont un taux de suppression adéquat (Hori et al., 2003). La fonction exacte de 
Foxp3 n’est pas clairement définie. Une analyse de son génome indique qu’il se lie à une région 
de 770 à 1000 gènes associés à la régulation des récepteurs de cellules T. Les gènes associés 
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aux Foxp3 dans les Treg étant soit augmentés soit diminués, il est possible que le Foxp3 agisse 
en tant qu’activateur et/ou répresseur de la transcription dans ces cellules (Zheng and Rudensky, 
2007). 
4.4.1 Mécanismes d’inhibition des Treg 
Les cellules Treg peuvent exercer leur fonction via différents mécanismes. Les Treg 
peuvent inhiber les Th par l’expression d’un antigène spécifique en assurant la discrimination 
du soi et du non-soi. Ce modèle requiert la participation de trois types de cellules : les Treg, les 
Th et cellules présentatrices d’antigènes (CPA) (León et al., 2000). L’inhibition par contact 
direct se fait par l’agrégation des Treg autour des Th pour limiter leur accès aux cellules 
dendritiques. Une étude in vitro, dans les nœuds lymphatiques de souris, a démontrée par 
microscopie 2-photons, que les Treg s’agrègent autour des Th et inhibent ainsi leur activation 
et leur prolifération en empêchant les cellules dendritiques d’y accéder. In vitro, les Treg 
peuvent agir directement sur les cellules dendritiques en modifiant leurs protéines de surface 
pour qu’elles diminuent l’expression du CMH de type II et l’IL-12 (Tang and Bluestone, 2006). 
Cette agrégation diminue l’expression des CD80 et CD86 sur les cellules dendritiques, deux 
molécules de surface qui se lient en temps normal aux cellules Th pour les activer (Sakaguchi 
et al., 2009).  Les Treg suppriment également les Th dont le récepteur de cellules T présente une 
affinité trop faible. Plus le signal du récepteurs de cellules T est fort et plus les Th deviennent 
réfractaires à une suppression de la part des Treg (Baecher-Allan et al., 2002). Les cellules Treg 
peuvent aussi inhiber l’activation et la prolifération des Th par le CTLA-4 (cytotoxic T 
lymphocyte antigen 4), par leur absorption de cytokines pro-inflammatoires ou par leur 
production de cytokines anti-inflammatoire (IL-10 et IL-35) (Fontenot et al., 2003).  
Les cytokines anti-inflammatoires peuvent avoir une action indirecte sur le système immun et 
agir notamment sur la différenciation des cellules pro-inflammatoires. La production d’IL-10 
par les Treg empêchent les CD4+ naïves de se différencier en Th17, favorisant plutôt la 
formation de Treg (Niedbala et al., 2007, 2013). L’activation des récepteurs à l’IL-10, présent 
sur les Th17, peuvent avoir le même effet et inhiber leur différentiation et leur prolifération 
(Huber et al., 2011). L’Il-10 peut aussi directement influencer la différentiation des CD4+ naïves 
en Treg produisant de l’IL-10 (Groux et al., 1997). Alors que la présence de cytokines pro-
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inflammatoires (IL-6 et IL-1) inhibe le développement des Treg et oriente la différentiation des 
CD4+ en Th17. Les Th17 participent aux réactions et aux maladies auto-immunes contrairement 
aux Treg qui sont associées à la suppression des réponses immunes innées et adaptatives (Akdis, 
2009). 
L’implication des Treg dans l’hypertension artérielle pourrait ainsi se faire à plusieurs niveaux. 
Tout d’abord, par contacte directe avec les Th, empêchant leur activation et leur prolifération. 
Ce mécanisme empêcherait également leur migration dans les cellules endothéliales, et leur 
libération de facteurs pro-inflammatoires qui entretiennent l’inflammation vasculaire. Ensuite, 
les Treg pourraient agir par leur libération de cytokines anti-inflammatoires, parmi lesquels la 
production d’IL-10 serait un mécanisme possible pour expliquer leurs effets sur les fonctions 
vasculaires lors d’une l’hypertension artérielle. 
4.4.2 Fonctions de l’interleukine-10  
L’IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire produite par les Treg, mais aussi par les 
Th1, Th2 et les Th17 (Del Prete et al., 1993 ; Jankovic et al., 2007). Dans le cadre de 
l’hypertension artérielle, il y a une augmentation de l’apoptose des Treg par l’Ang II. Cette 
réduction du nombre de Treg s’accompagnant d’un appauvrissement du taux d’IL-10 
plasmatique (Matrougui et al., 2011). Ces résultats suggèrent que la production d’IL-10, en 
condition d’hypertension artérielle provoqué par l’Ang II, serait dépendante des Treg. De plus, 
si l’IL-10, produit par les Treg, est inhibé par un antagoniste, l’injection de ces Treg chez des 
souris perfusées à l’Ang II, n’a pas l’effet escompté. C’est-à-dire que ce traitement ne rétabli 
pas la réponse endothéliale et l’activité de la NADPH oxydase dans les artères. De même, 
l’injection de Treg provenant de souris IL-10 KO (Treg IL-10 KO), et donc ne produisant pas 
d’IL-10, ne peut rétablir la réponse endothéliale chez ces mêmes souris, contrairement à 
l’injection de Treg provenant de souris type sauvage (Kassan et al., 2011).  
Plusieurs mécanismes d’action sont impliqués dans l’effet de l’IL-10 sur les fonctions 
vasculaires. Premièrement, l’IL-10 peut agir sur les artères en favorisant la vasodilatation. L’IL-
10 seul est un faible vasodilatateur et ne participe qu’à 20% de la vasodilatation, si l’eNOS est 
inhibée. Par contre, l’IL-10 stimule la phosphorylation de la eNOS, et peut ainsi augmenter la 
biodisponibilité du NO dans les cellules endothéliales et favoriser la dilatation des artères. L’IL-
10 réduit également l’activation de la NADPH oxydase, participant ainsi à la diminution de la 
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production d’anion superoxyde (Kassan et al., 2011). La diminution du stress oxydant ayant un 
effet double sur le NO et participe à l’augmentation de sa biodisponibilité en réduisant la 
possibilité de former du péroxynitrite avec l’anion superoxyde. 
L’IL-10 a également un impact sur l’activation et la prolifération des macrophages (O’Farrell et 
al., 1998) et des Th17 qui expriment le récepteur à l’IL-10. La différentiation des cellules CD4+ 
naïves peut être influencée par l’IL-10 pour que celles-ci forment des cellules sécrétant de l’IL-
10 (Groux et al., 1997). Pour finir, l’IL-10 renverse l’inflammation en inhibant l’activité de 
l’IκB et, par conséquent, inhibe le NF-κB ainsi que l’activation de la transcription des facteurs 
pro-inflammatoires, tel que le TNFα et l’IL-6 (Wang et al., 1995).  
L’IL-10 joue un rôle important dans la modulation de l’immunité dans plusieurs maladies et a 
la possibilité d’agir sur plusieurs voies d’activation de la réponse immunitaire. L’IL-10 serait 




L’objectif de cette thèse était tout d’abord de déterminer si l’Ang II avait un rôle dans le 
développement des dysfonctions cognitives et de l’anxiété, observés chez les patients 
hypertendus. Ensuite, nous avons cherché à évaluer si ces dysfonctions cognitives étaient reliées 
des défauts fonctionnels au niveau du cortex et de l’hippocampe, tous deux impliqués dans la 
mémoire spatiale, et s’il y avait également une corrélation avec l’augmentation des β-amyloïdes 
dans ces régions.  
Pour finir, sachant que l’hypertension artérielle à une importante composante inflammatoire, 
étant considéré comme une inflammation chronique des artères, nous avons cherché à savoir 
comment le système immunitaire, et plus particulièrement les lymphocytes T et l’IL-10, 
influencent la réponse cérébrovasculaire chez les sujets sains et hypertendus par perfusion 
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Résumé de l’étude 1 
 
La perfusion d’angiotensine II chronique cause une dysfonction cognitive et de l’anxiété 
chez la souris. 
 
Par 
S. Duchemin, E. Belanger, R. Wu, G. Ferland and H. Girouard 
 
 
Une pression artérielle élevée est un facteur de risque important dans le développement 
des maladies cardiovasculaires et des dysfonctions cognitives. Cependant, les mécanismes 
impliqués ne sont pas encore élucidés et les traitements antihypertenseurs restent inefficaces 
dans la prévention des déclins cognitifs associés aux maladies cardiovasculaires. L’angiotensine 
II (ang II) est un peptide impliqué dans le maintien de l’hypertension artérielle dont l’effet aigu 
a souvent été étudié, contrairement à son effet chronique. L’objectif de cette étude est d’évaluer 
si une hypertension, causée par une un taux chroniquement élevé d’ang II, modifie les fonctions 
cognitives chez les souris C57BL6. Pour cela, nous avons administré une perfusion de 1900 
ng/kg/min d’ang II, une concentration qui augmente rapidement la pression artérielle et la 
maintient élevée pendant toute la durée de l’étude. Nous avons comparé ce groupe à un groupe 
contrôle recevant une solution de salin. La pression artérielle, mesurée à l’aide d’une technique 
non-invasive de brassard placé au niveau de la queue, était contrôlée chaque semaine pendant 
toute la durée de l’étude. Nous avons évalué la mémoire spatiale, à l’aide du test de la piscine 
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de Morris, et l’anxiété, par le test de la croix surélevée et du champs ouvert, après 14 et 21 jours 
de perfusion d’ang II. Les résultats indiquent que la perfusion d’ang II cause un déficit 
d’apprentissage associé à une augmentation d’un comportement anxieux, à partir de 21 jours de 
perfusion. L’ang II n’a modifié ni la motricité ni l’acuité visuelle chez ces souris car les résultats 
de ces tests étaient équivalents aux contrôles. Ces données suggèrent une forte corrélation entre 
la perfusion d’ang II et le développement de dysfonctions cognitives et d’anxiété. 
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Abstract 
High blood pressure is a major risk factor in the onset of cerebrovascular diseases and cognitive 
impairment. However, mechanisms by which these occur remain unclear and treatments are, 
therefore, ineffective to prevent cognitive decline related to cardiovascular diseases. 
Angiotensin II is a peptide involved in the onset and the maintenance of hypertension and its 
effect on cognition was studied acutely but never chronically. Hence, the aim of this study is to 
evaluate whether chronic hypertensive levels of angiotensin II infusion alter cognitive functions 
in C57BL6 mice. In this study, we used subcutaneous mini-pumps containing a concentration 
of angiotensin II (1900 ng/kg/min) that induces malignant hypertension or a saline solution for 
14 and 21 days. Blood pressure was carefully monitored by a non-invasive tail-cuff method 
every week throughout the experiment. Spatial memory was assessed using the Morris water 
maze test and anxiety was measured by the elevated plus maze and the open field tests. The 
results indicate learning and spatial memory deficit as well as an anxious behavior induced by 
angiotensin II, in comparison to the vehicle group, starting at the 3rd week of perfusion. The 
motricity and visual acuity were equivalent in angiotensin II perfused mice compared to their 
respective control. These results suggest a strong relationship between angiotensin II and the 
development of cognitive dysfunctions and anxiety along with sustained high blood pressure.  
Introduction  
On a worldwide scale, one out of three adults are affected by hypertension [1]. This condition 
is a major risk factor for mild cognitive impairment (MCI) and vascular dementia [2] [3] [4], 
both involved in a poor quality of life in the aging population. Unfortunately, preventive 
treatments are not yet available and the underlying pathways remain unknown. 
Clinical studies on patients suffering from hypertension revealed that they experience MCI 
symptoms, especially more difficulties in attention, calculation and language tasks than non-
hypertensive controls [5]. Although MCI is a condition which does not interfere with patient’s 
autonomy, it is important to note that in 50% of the cases this condition leads to vascular 
dementia [6]. Inhibitors of the renin-angiotensin system have been of interest for a few decades 
and have successfully been used to lower blood pressure in clinical studies. However, the 
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possible effect of antagonists of type 1 angiotensin II receptor (AT1) or angiotensin converting 
enzyme inhibitors (ACEi) on cognition and dementia are still widely debated [7-11]. 
High blood pressure is also correlated with mood changes. Anxiety is the most prevalent (33%) 
co-morbid condition of hypertension [12] [13]. This condition alone can cause transient high 
blood pressure but is not responsible for continuous hypertension. Nevertheless, captopril, an 
ACEi, have been proven to be as efficient as alprazolam, an anxiolytic, to acutely lower blood 
pressure [14] [15]. In rodents, candesartan lowers anxiety in the elevated plus maze [16] and is 
also known to improve memory decline induced by streptozotocin [17].  
Early studies in rodents demonstrated different influence of angiotensin II (ang) on cognition. 
In 1985, Georgiev et al [18] showed that ang II injected directly in the cerebral ventricles 15 
minutes before training improved memory in active avoidance task and in shuttle box trained 
rats. In contrast, ang II blocked memory consolidation in step-down inhibitory avoidance task, 
when injected in the dorsal hippocampus CA1 region up to 30 minutes after training [19]. These 
studies focused on the local effect of ang II on brain tissue and did not look upon the role of 
circulating ang II on the brain’s functions. The most recent study linking ang II and cognition 
was conducted on transgenic renin/angiotensinogen mice. This study revealed that a continuous 
activation of the RAS (renin-angiotensin system) in transgenic mice decreased the avoidance 
rate in shuttle avoidance tests [20]. An increase in reactive oxygen species (ROS) production 
through NADPH oxidase activity and lower cerebral blood flow both correlated with the 
reported cognitive impairment. Although transgenic mice are very useful to understand 
mechanical pathways, we can never exclude developmental adaptation from the genetic 
modification.  
We chose to work on a wild type mouse model of malignant hypertension by a continuous 
perfusion of a high dose of ang II to verify whether it could induce cognitive dysfunction and 
anxiety over time.  
Methods 
2.1. Animals 
All procedures were approved by the committee on the Ethics of Animal Experiments of the 
Université de Montréal and were performed in accordance with the principles outlined by the 
Canadian Council on Animal Care. Eight-week-old C57BL/6 (Charles River Canada) male mice 
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were used for this study. They were housed in individual home cages, followed a 12/12 
light/dark cycle and had access to food and water ad libitum. The animals were divided into four 
groups (n=10): 14 days, 21 days ang II (1900 ng/kg/min; ang II acetate; Sigma) infusion and 
matching controls receiving 0.9% saline solution. This model of malignant hypertension created 
by perfusion of ang II at a rate of 1900 ng/kg/min shows stable rise in blood pressure, increased 
cerebral reactive oxygen species production and neurovascular coupling impairment [21]. The 
first group started the behavioral studies on the 14th day of ang II perfusion and the second group 
started on the 21st day of ang II perfusion. A subcutaneous 28 day treatment with osmotic mini-
pumps can cause necrosis of the skin directly above the pump and cause the pump to fall off. 
All animals who lost their pumps were excluded from the study. 
2.3. Osmotic pumps implantation for sustained delivery of ang II 
The surgery was performed under isoflurane anesthesia. After induction (5% isoflurane + 
oxygen), the anesthesia was maintained with 1.5% isoflurane through a face mask. The skin was 
cleaned with 70% ethanol between the ears and a small skin incision was made to insert an 
osmotic pump under the skin in the lower back region. The wound was closed with surgical 
staples and covered with Marcaine solution. Each osmotic pump (Alzet model 1004) delivered 
0.11 ul/hour for a 28-day period and was filled with either 1900 ng/kg/min of ang II or a 0,9 % 
saline solution. 
2.4. Blood pressure measurement 
Blood pressure was taken by non-invasive tail-cuff plethysmography (Kent scientific Co.). The 
measurements were taken twice a week before surgery to accustom the mice to the procedure. 
Afterwards, blood pressure was measured once a week until the end of the experiment. The 
animals were displaced in the blood pressure measurement room at least one hour before 
measurements. All measurements were taken between 8AM and noon. For each animal, 10 
acclimation cycles were done, followed by ten measurements for each time point. Ten 
measurements were performed to ensure to get at least 3 valid blood pressures. Data were not 
considered valid by the software in the following situations: 1) blood flow was insufficient in 
the tail; 2) the overall shape of the trace did not fit the expected profile; 3) the diastolic and 
systolic readings occurred too far apart or too close together. 
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2.5. Morris water maze 
The MWM is used to measure spatial learning and memory in rodents. It is mainly a 
hippocampus-dependant task, but many other brain regions are involved, like mammillary 
bodies and amygdala also involved in memory [22]. The apparatus consists of a circular pool 
(160 cm in diameter and 45 cm high) filled with water and skim milk powder for contrast. This 
pool is virtually divided into four quadrants. A clear Plexiglas escape platform (10 cm diameter) 
is placed 1.5 cm beneath the surface in the northeast quadrant. Visual cues of different shapes 
were placed on the walls of the pool. The light was dimmed and the water temperature kept at 
20 1C degree. Trials were recorded using an overhead camera (HVS 2020 tracker) placed in 
the center point above the pool. Data was acquired and analysed by the Water 2020 software 
(HVS Image, Hampton, UK). The training phase lasted 4 days during which the mouse was 
allowed three 60 second trials per day to find the escape platform. Each trial was 20 minutes 
apart. The cue and probe tests were administered on the 5th day. During the cue test, some water 
was removed so that the escape platform became visible. Two trials were given to evaluate sight 
and motricity. Sight was measured by the latency finding the escape platform and motricity was 
assessed by the speed of the mice during the trial. The platform was then removed and two 30 
second trials were given to measure memory. The time spent in the platform quadrant was taken 
as a memory indicator. 
2.6. Elevated plus maze 
This anxiety test is a cross shaped maze made of two open and two closed arms (90 × 8 
cm) 70 cm above ground level. Mice are placed in the junction of the four arms of the 
maze and are observed as they explore the maze freely for 300 seconds.  Elevated open 
spaces are a strong anxiety source for rodents who will seek refuge in closed spaces. The 
time spent in open arms as well as the total number of entries in open and closed arms 
were used as a measure of anxiety. 
2.7. Open field 
The open field is made of an open 50×50 cm square box subdivided into 16 squares 25×10 
cm2. The mouse was given one single trial of 300 seconds. The total path length and time 
spent in the four center squares are taken as an anxiety measurement. Trials were recorded 
using a camera (HVS 2020 tracker) and the data was acquired and analysed by the Water 
2020 software (HVS Image, Hampton, UK). 
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2.8. Statistics 
Results are expressed as mean  SD. Two-way ANOVA was used for paired data with 
Bonferroni analysis for multiple comparisons. Unpaired Student’s t-test was used for unpaired 
data. The p-value < 0.05 was used as statistical significant level. 
Results 
3.1. Blood pressure 
Ang II significantly raised the mean systolic blood pressure (SBP) by 50 mmHg  7 mmHg, 
during the first week of infusion compared to the control group (Two-way Anova; p<0,001). 
The SBP remained constant throughout the experiment. (Fig. 1) 
3.2. Spatial learning and memory assessment 
During the training days, the mean latency for finding the escape platform was measured to 
assess spatial learning abilities. The first group tested after 14 days of ang II infusion did not 
show differences in learning abilities. However, the group tested after 21 days (Fig. 2) showed 
significant learning impairment (Two-way Anova; p<0.05). 
Memory impairment was confirmed by the probe test (Fig. 3), where the escape platform was 
removed and the latency in the correct quadrant was taken as a memory measure. The time spent 
in the correct quadrant after 21 days of ang II administration was less compared to the control 
group. The probe in the 14-day group did not show any difference in the time spent in the 
platform quadrant compared to controls.  
The cue test, where the latency is used to measure sight and speed to evaluate motricity, showed 
no significant difference between ang II-perfused mice compared to their controls (Fig. 5). 
3.3. Anxiety measurement 
Anxiety was assessed by the elevated plus maze and the open field tests (Fig. 4). In the elevated 
plus maze the time spent in open arms by the ang II infused mice was significantly different 
from control in the 21-day group (Unpaired Student’s t-test; p<0.05) and no significant 
difference in anxiety was noted in the 14 day groups. The number of total arms entries was not 
different from control. The time spent in the center square and the distance traveled was 
significantly different from control (Unpaired Student’s t-test; p<0.05). In the open field, the 
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21-days group spent less time in the four center squares and travelled a shorter distance than the 
control group.  
Discussion 
The present study demonstrates for the first time that a chronic subcutaneous delivery of ang II 
changes the animal’s behaviour after three weeks of perfusion. In this model, we found that 
learning abilities and spatial memory are impaired and anxiety levels are higher compared to 
the control group. Interestingly, ang II caused steady blood pressure rise after a few days but no 
memory or anxiety differences were found before three weeks of perfusion.  
In this experiment, we have limited the learning phase to 4 days since previous experiments 
showed that mice reached a plateau in their learning abilities after the 4th day. Our results show 
that chronic ang II-induced hypertension in adult mice impairs the rate of memory acquisition. 
In the 2nd and 3rd day of the learning phase the performance of the ang II group were lower than 
control. Although, in the Morris water maze, the task is learned by the 4th day of trial in the ang 
II group, their performance at the memory task on the 5th day was poor compared to the saline 
group. 
We acknowledge that mice from the 21 days group in both condition performed better than the 
14 days group. We do not have obvious physiological explanation however, latencies in the 
MWM have been observed to vary among animals in a given group of a given strain. Given that 
both experiments were conducted in identical conditions differences in latencies may simply be 
due to random selection of the animals. This difference is also reflected in the cue phase (fig. 5) 
of the MWM showing shorter latency for the 21-days group compared to the 14 days group even 
with a visible target. Nevertheless, at the time the experiment was conducted, mice from the 
ang-II group did not perform as well as the controls. In fact, it could be argued that the group 
difference observed in the 21-days experiments is all the more convincing as the “overall” group 
latencies were lower hence offering a narrower margin to show a difference.  
This result suggests that learning abilities are impaired, as the task takes longer to be processed, 
and that memory storage is affected.  
Studies previously tested the effect of ang II on cognition using acute intracerebroventricular, 
intrahippocampal injections of ang II or transgenic RAS mice. These methods have different 
repercussions. Acute ICV injections of ang II increase blood pressure and heart rate are 
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anxiogenic and induce dog shake behaviour [23]. Injection in the hippocampus targets a 
restricted area and operates inside the blood-brain barrier. Continuous RAS activation in 
transgenic mice may cause developmental adaptation. These may interfere with the 
interpretation of the results. The present study has the advantage of chronically inducing stable 
blood pressure elevations in the adult life.   
Hypertension is an important risk factor for small and large vessel diseases and both forms are 
involved in brain tissue lesions and dementia. Ang II does not pass the blood-brain barrier (BBB) 
but can access AT1 receptors through the circumventricular organs (CVO) and/or AT1 receptors 
in the endothelium [21]. The ROS production through the activation of ang II receptor in the 
CVOs is though to be responsible for neurovascular coupling impairment [24]. However, 
because of the short distance (10µm) between endothelial cell containing AT1 receptors and the 
closest neuron, ROS may also act directly on neurons through its endothelial receptor. The delay 
between vascular dysfunctions, ROS production and spatial memory impairment could then be 
explained either by the supplementary time needed to decrease cerebral blood flow to a level 
that could impair cognition or by the evolution of neurotoxicity in response to ang II. This delay 
could implicate that cerebrovascular impairments and/or ROS production are precursors to 
cognitive impairment but do not acutely impair memory. 
In humans, anxiety or stress will often elevate blood pressure but has not been proven to directly 
contribute to hypertension. Cognitive impairment is also a major symptom of anxiety disorder. 
According to a recent theory, the intentional control theory, when anxious persons have an 
attention deficit, they are not able to organise and store information in a proper way for it to be 
remembered correctly and efficiently. This hampers cognitive performance [25].  
In our study, learning impairment is linked to higher anxiety in the elevated plus maze and in 
the open field challenges. Nevertheless, in rodents, the relationship between anxiety and 
cognition is not clearly established. For example, spontaneous hypertensive rats (SHR), which 
have lower anxiety level than other strains, also have poorer cognitive performance in the 
elevated plus maze discriminative avoidance task [26]. In the same task, SHR with the same 
level of anxiety performed better than non-hypertensive controls [27]. Also, C57BL/6 mice were 
also less anxious and less performant compared to Dilute Brown non-Agouti (DBA) mice that 
were more anxious and performed better in the modified hole board [28]. However, for mice in 
a plus maze discriminative avoidance paradigm chlordiazepoxide lowered anxiety and caffeine 
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raised anxiety level. Both drugs had amnesic effects [29]. In most studies, active avoidance 
tasks, step down inhibitory avoidance tasks or the shuttle box were used to assess learning 
behaviour. In our study, we chose to work with the Morris water maze to differentiate learning 
and memory. All of the above are fear motivated paradigms and are known to be anxiogenic in 
rodents. It is obvious that some level of anxiety is necessary for maximum performance and that 
excessive stress conditions will have the opposite outcome. However, anxiety tests currently 
available do not allow differentiation between positive and negative anxiety in rodents. 
Cognitive dysfunctions and anxiety may be induced independently by ang II as a consequence 
of various physiological dysfunctions. Ang II and hypertension alike induce ROS production. 
The presence of ROS in the brain tissue causes neuronal apoptosis and neurodegeneration by 
lipid peroxidation [30].  Interestingly, in rat, oxidative stress induced by xanthine/xanthine 
oxidase, in drinking water, induced hypertension and anxiety [31]. The inhibition of ROS 
producing enzymes improves cognitive performance in various models such as the ischemic rats 
[32] and in a rat model of Alzheimer disease [33]. In addition, tocopherol reduces anxiety and 
cognitive impairments in the Ts65Dn mouse model of Down syndrome [34]. Cognitive 
impairment is also a major symptom of anxiety disorder.  
Consequently, ang II may induce cognitive dysfunctions and anxiety independently of its effect 
on blood pressure. In experimental models and clinical studies, there are evidences that ACE 
inhibitors or AT1 receptor antagonists present supplemental beneficial effects over blood 
pressure lowering. For example, telmisartan at non-hypotensive dose attenuates cognitive 
impairment in mice with chronic cerebral hypoperfusion [35]. Similarly, AT1 receptor 
antagonist, E4177 or olmesartan, at doses that do not decrease blood pressure, significantly 
improves memory functions in Dahl salt-sensitive hypertensive rats [36] [37].  The present study 
is the first one to show that chronic ang II perfusion alters cognitive functions and induces 
anxiety. However, further studies with subpressive doses of Ang II will be necessary to tease 
apart the effects of high blood pressure on dementia risks. 
In conclusion, our study provides evidence that chronic ang II perfusion leads to cognitive 
impairment and higher levels of anxiety in wild type mice. This study underlines the importance 
of angiotensin II on cerebral functions and suggests that cognitive impairment can be prevented 
if precursor markers are identified on time. 
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Figure legends 
Fig. 1. Mean systolic blood pressure (bars show mean SD), n = 6-10. Two way Anova; *p<0.05 
vs week 0; Bonferroni, # p<0.05 vs Ctrl 
Fig. 2. Training phase in the MWM (bars show mean SD), n = 6-10. Time taken to find the 
platform during the four training days after 21and 14 days of chronic angiotensin II 
administration compared to their controls. One way Anova, *p<0.05 vs day 1; Two way Anova, 
Bonferroni, # p<0.05 vs Ctrl 
Fig. 3. Recall phase in the MWM (bars shows mean SD), n = 6-10. Percentage of time spent 
in the target quadrant upon platform removal after 21 and 14 days of chronic angiotensin II 
administration compared to their controls (Unpaired student’s t-test; *p<0.05).  
Fig. 4. Anxiety measurement after 21 days of angiotensin II administration (bars show mean 
SD), n = 6-10. Open field: c) Percentage of time spent in the center square of the open field 
and d) distance moved during the test. Elevated plus maze:  a) time spent in open arms and b) 
total entries in open and closed arms. (Unpaired student’s t-test; *p<0.05). 
Fig. 5. Cue phase in the MWM (SD): mean speed and latency during the cue phase when the 
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Résumé de l’étude 2 (Non-publiée) 
 
Une perfusion chronique d’angiotensine II diminue la synaptophysine et augmente le 
taux de bêta-amyloïdes libre. 
 
Par 
Sonia Duchemin, Diane Vallerand et Hélène Girouard 
 
 
L’hypertension artérielle est un facteur de risque majeur dans le développement des 
déficits cognitifs et des démences d’origine vasculaire dont la maladie d’Alzheimer, une 
condition qui touche des millions de personnes à travers le monde. La pression artérielle est 
contrôlée par le système rénine-angiotensine, dont l’angiotensine II est le principal effecteur et 
responsable d’initier et de maintenir l’hypertension artérielle. C’est pourquoi, dans cette étude 
nous avons cherché à différencier le rôle de l’hypertension artérielle et de l’Ang II sur la 
cognition, mais aussi sur l’augmentation du taux de béta-amyloïdes, un marqueur de la MA. 
Dans ce but, nous avons travaillé avec un modèle de souris C57BL6 perfusé chroniquement 
avec soit une concentration pressive (1000 ng/kg/min), soit une concentration subpressive d’ang 
II (200 ng/kg/min). La mémoire a été mesurée à l’aide de la piscine de Morris après 14 et 21 
jours de perfusion d’ang II. Les régions du cerveau impliqués dans la mémoire ont, par la suite, 
été examinés pour quantifier la neurodégénérescence, la synaptophysine ainsi que le taux de 
bêta-amyloïdes.   
Nos résultats montrent un déficit d’apprentissage après 21 jours de perfusion d’ang II. Aucun 
signe de mort neuronale ou de neurodégénérescence n’a été détecté, cependant, la 
synaptophysine était diminuée dans la voie perforante de l’hippocampe ainsi que dans le cortex. 
De plus, le taux de Aβ40 soluble était augmenté dans le cortex.  
Cette étude montre, pour la première fois, qu’une perfusion chronique d’ang II diminue les 
fonctions cognitives et la synaptophysine tout en augmentant le taux de Aβ, indépendamment 
de l’effet sur la pression artérielle. Ces résultats suggèrent que l’augmentation d’ang II contribue 
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au développement des déficits cognitifs et de la MA, et que le SRA serait une cible 
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Chronic subpressive angiotensin II decrease synaptophysin and 
increase the soluble form of amyloid β 
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Abstract 
Arterial hypertension (AH) is a major risk factor in the onset of cognitive deficits and vascular 
dementia as well as in Alzheimer’s disease (AD), a condition which affects millions of people 
worldwide. Blood pressure is regulated by the renin-angiotensin system producing angiotensin 
II (Ang II), a protein involved in the onset and maintenance of AH. For this reason, the aim of 
this study is to differentiate the role of ang II from AH on cognition as well as on the increase 
in beta-amyloid load, a hallmark of AD.  
To this end we used C57BL6 mice chronically perfused with pressive (1000 ng/kg/min) or 
subpressive (200 ng/kg/min) ang II doses. Mice were then subjected to the Morris water maze 
14 and 21 days following the beginning of ang II perfusion, to assess spatial memory. Brain 
regions implicated in memory were examined for neurodegeneration and synaptophysin as well 
as for the presence of Aβ peptides and plaques.  
Our results showed a learning deficit after three weeks of Ang II perfusion with both 
concentrations. No sign of neuronal loss or neurodegeneration was observed in Ang II-perfused 
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mice. However, synaptophysin was decreased in the perforant pathway of the hippocampus and 
in the cortex. Furthermore, the number soluble Aβ40 were higher in the cortex of Ang II mice.  
These findings show for the first time that chronic perfusion of Ang II alters cognitive function 
and synapophysin while increasing the cerebral Aβ content independently of its effect on blood 
pressure.  These results suggest that an increase in Ang II may contribute to the pathogenesis of 
AD and that the renin-angiotensin system may constitute an important pharmacological target 
to prevent this dementia.    
Introduction  
Hypertension is one of the most prevalent diseases of aging and the number one risk 
factor for ischemic and haemorrhagic stroke (Sacco et al., 1997). Epidemiological studies 
further implicate high blood pressure, particularly during midlife, as a strong risk factor for 
vascular dementia and Alzheimer’s disease (Eftekhari et al, 2007). Although traditionally 
viewed as distinct pathogenic entities, there is a growing recognition that mixed dementias are 
common (Zekry et al., 2002), and that the clinical expression of Alzheimer’s disease is part of 
a pathological continuum where cerebrovascular lesions (stroke, microinfarcts and 
atherosclerosis) converge with Alzheimer’s pathological hallmarks (amyloid-β and tau), to 
affect cerebral blood flow and hence, neuronal function (Esiri, 2000; Schneider, 2016). 
Despite the vast epidemiological data, the mechanistic link between hypertension and 
Alzheimer’s disease remains far from well understood. A distinct characteristic of AD is the 
increased amyloid-β (Aβ) accumulation in the brain, which is often linked to the cognitive 
dysfunctions associated with this condition. The main form of Aβ involved in AD are Aβ-40 
and Aβ-42. Aβ-40 is the most abundant form in the cerebral cortex of AD patients and was 
linked to a decrease in synaptophysin activity (Mori et al., 1992). While the Aβ-42 subtype is 
highly involved in the formation of senile plaques found in the cortex and the hippocampus of 
AD patient. 
In experimental models of hypertension, where high blood pressure is induced by transverse 
aortic coarctation, Gentile and colleagues reported evidence of amyloid-β immunopositivity in 
cortical cerebral vessels together with an increased expression of Aβ oligomers in the 
hippocampus (Gentile et al., 2009). The hypertensive challenge also led to cognitive 
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impairments (Carnevale et al., 2012a).  
Pharmacological studies implicated the activation of the receptor for advanced glycation end 
products (RAGE), which transports Aβ into the brain, as a major contributor to the development 
of cerebral amyloid pathology in hypertension (Carnevale et al., 2012a). In line with these 
findings, a human study revealed that a reduction in plasma Aβ were strongly associated with 
an increased likelihood of cerebral amyloid angiopathy (CAA), an interaction which was 
enhanced by midlife high blood pressure Ab interferes with synaptic functions.  
AD could also be the result of synaptic failure. Whether hypertension is involved in the synaptic 
alteration seen in AD is to be determined. However, synaptic defects measured using 
synaptophysin, a presynaptic vesicle protein, in the hippocampus of individuals suffering from 
Alzheimer’s disease, is correlated with the severity of the pathology and memory dysfunctions 
(Sze et al., 1997); (Tampellini et al., 2010); (Shah et al, 2012). 
The connection between high blood pressure, cognitive impairment and amyloid pathology is 
also supported by other experimental models of hypertension, where high blood pressure is 
induced by the administration of angiotensin II (Ang II) in the systemic circulation (Cifuentes 
et al., 2015a). Ang II is the main product of the rennin-angiotensin system controlling arterial 
pressure; hence its predominant role in hypertension. Ang II is a potent vasoconstrictor and a 
major candidate by which hypertension exerts its deleterious effects on the cerebral circulation 
(Faraco & Iadecola, 2013). Increased blood pressure following chronic Ang II infusion alters 
cognitive functions and increases anxiety in naïve mice (Duchemin et al., 2013). In transgenic 
models of the amyloid pathology, Ang II accelerates the development of cognitive deficits and 
increases the number of cortical amyloid plaques, as well as soluble amyloid levels, both in 
brain and plasma (Cifuentes et al., 2015a). Using a combination of in vitro and in vivo studies, 
Faraco and colleagues further showed that Ang II favours the amyloidogenic cleavage of APP, 
leading to increased Aβ production and microvascular amyloid deposition (Faraco et al., 2016).  
With the vast pathogenic evidence linking hypertension, Alzheimer’s disease (Obisesan, 2009), 
and the positive effects of blood pressure control on stroke prevention (Ravenni et al., 2011), 
uncertainty still remains about the benefit of lowering blood pressure to prevent or delay non-
stroke dementias. This suggests that other factors associated to hypertension, besides high blood 
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pressure, should play a role in affecting neurons and amyloid clearance. Could Ang II be that 
link?  
This study was thus conceived to explore whether: 1) Ang II administration alters synaptophysin 
content and induce neurodegeneration independently of its effect on blood pressure and 2) 
whether subpressive doses of Ang II can trigger the appearance of amyloid-like pathology in 
the hippocampus and in the cortex, both regions being implicated in the memory process and 
affected in Alzheimer’s disease.  
Methods 
Animals 
All procedures were approved by the committee on the Ethics of Animal Experiments of the 
Université de Montreal and were performed in accordance with the principles outlined by the 
Canadian Council on Animal Care. Eight to ten weeks-old C57BL/6 (Charles River Canada) 
male mice were housed individually in a 12:12 light dark cycle and had access to food and water 
ad libitum. Mice were divided into three groups (n=10): 1) Vehicle (0.9% saline); 2) 21 days; 
21 days of Ang II perfusion at 1000 ng/kg/min or 3) 200 ng/kg/min (Ang II acetate; Sigma). 
The subpressive dose of 200 ng/kg/min was chosen because it is the lowest one known to induce 
cerebrovascular dysfunction and oxidative stress (Capone et al., 2011).  The dose of 1000 
ng/kg/min was chosen because it is the lowest one that consistently elevates systolic blood 
pressure over two weeks to 50 mmHg above basal level (De Ciuceis et al., 2005).  
2.2. Osmotic pumps implantation  
Osmotic pumps containing the vehicle or Ang II were implanted subcutaneously under 
isoflurane anesthesia as previously described (Duchemin et al., 2013). Each osmotic pump 
(Alzet model 1004) delivered 0.11 µl/hour for 28 days. Systolic blood pressure was monitored 
weekly by non-invasive tail-cuff plethysmography (Kent scientific Co.). All measurements were 
taken between 8AM and noon.  
Fluoro-Jade B 
Fluoro-Jade B was used to measure neurodegeneration in the cortex and the hippocampus. The 
method was adapted from Schmued and Hopkins (Schmued and Hopkins, 2000), as previously 
described (Sadekova et al., 2013). Briefly, mice were anesthetized with pentobarbital and 
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underwent trans-cardiac perfusion with phosphate-buffered saline (PBS) containing 5 units/mL 
heparin. The brain was quickly removed and frozen on dry ice. Coronal 20μm brain sections 
were cut with a cryostat (Leica), mounted on a glass slide, post-fixed with 4% paraformaldehyde 
(PFA) and washed in 1% NaOH-80% ethanol. Then slides were transferred 15 minutes in 0.06% 
KMnO4, stained 20 min with 0.0008% Floro-Jade B in 0.1% acetic acid and dipped in xylene 
before being mounted with the synthetic resin, DPX.  
Immunohistochemistry 
All sections were treated at the same time for each immunoreagent. For synaptophysin-2 
staining, mice were anesthetized with isoflurane 5% and sacrificed by decapitation. The brain 
was carefully removed, frozen on dry ice and kept at -80C for immunostaining. Cryostats 
(Leica) coronal sections of 20 μm thick were fixed with ethanol 95% and left to dry at room 
temperature for 60 minutes. Sections were then immersed for 1 hour in 3% hydrogen peroxide 
in methanol to block endogenous peroxidase activity, rinsed with a solution of PBS and normal 
goat serum for a period of 30 minutes to block unspecific activity. Sections were then incubated 
at RT for 6 hours with a polyclonal rabbit anti-synaptophysin-2 primary antibody (1:2000; 
ab68851, Abcam) solution containing 1% normal goat serum.  After washing with PBS, sections 
were transferred to a VECTASTATIN Elite ABC reagent (VECTASTAIN Elite ABC Kit 
Rabbit IgG; Vector laboratory) for 30 minutes. Immunoreactivity was revealed using 0.05% 3,3 
diaminobenzidine (DAB; Sigma-Aldrich) for 4 minutes 30 seconds. Finally, sections were 
mounted onto glass slides, progressed through a graded series of alcohols, cleared in xylene and 
cover slipped with DPX mounting medium.  
Amyloid plaques were quantified by thioflavine-S. Thioflavine-S stains Thio-S amyloid 
deposits and is thus used to stain mature, dense core amyloid plaques. Briefly, pentobarbital 
anesthetized mice underwent transcardiac perfusion with PBS followed by PFA 4% in 0,1 M 
PBS. Brains were removed and fixed by overnight immersion in the PFA 4% solution, 
cryoprotected 48h (30% sucrose), frozen on dry ice and stored (-80C) until cutting into 25 µm-
thick coronal sections using a freezing microtome. Sections were first immersed 25 min in 70% 
formic acid incubated 5 min in thioflavine-S 1%, then dehydrated through an ascending series 
of ethanol, rinsed in water and cover slipped with mounting medium.  
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ELISA 
The brain was dissected in ice cold PBS to separate the cortex from the hippocampus. Tissues 
were homogenized in 10 volumes of the homogenization buffer (250mM sucrose, 1mM EDTA, 
1mM, EGTA, 20mM TrisHCl, protease inhibitors), sonicated, diluted in 4% diethylamine 
(DEA) and centrifuged (100,000g) 1 hour at 4oC for soluble amyloid extraction. The remaining 
pellet was dissolved in 70% formic acid and centrifuged (100,000g) for 1 hour at 4oC for 
insoluble amyloid species extraction. Formic acid extracted proteins were evaporated in a 
vacuum centrifuge for 5 hours to reduce the volume of formic acid to 20%, then neutralized to 
a pH of 7.0 with neutralization buffer (5M NaOH in 1M Tris). Protein quantification was 
performed using the Bradford method.  Soluble and insoluble Aβ40 and Aβ42 levels were 
measured using ELISA kit (WAKO; #294-62501 and #292-64501) according to the 
manufacturer’s instructions. The ELISA kit detects the C-terminal portion and therefore does 
not discriminate full length β-40 or β-42 from fragments. Data were collected as optical density 
values. 
Image analysis  
Staining was digitalized using an epifluorescence microscope (Leica DM 2000). Images were 
analyzed with ImageJ software (NIH). For Fluoro-jade B, the ratio of mean fluorescence value 
of the region of interest over the background was determined. As for the 6E10 immunostaining, 
the number of plaques in each region was counted and expressed as a percentage of controls. 
Every layer of the frontal associative cortex (FrA), the somatosensory cortex (CSS) and the 
dorsal hippocampus cornu ammon 1 (CA1) and 3 (CA3) and the dentate gyrus (DG) were 
analyzed. 
Statistics 
Data are expressed as mean  SD and were analyzed with GraphPad Prism 5 software. Two-
way ANOVA was used for paired data with Bonferroni analysis for multiple comparisons. One-
way ANOVA with Dunnet’s post-test was used for unpaired data. Kruskal-Wallis post-test was 
used for the 6E10 staining due to high variability of plaque number between individuals. A p-
value of < 0.05 was considered statistically significant. We excluded values three times higher 
or lower than the median average deviation. 
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Results 
Systolic blood pressure 
The systolic blood pressure (SBP) in ang II-perfused mice rapidly rose in the group using 1000 
ng/kg/min and stayed elevated through the experiment, while SBP in both saline and 200 
ng/kg/min ang II-perfused mice remained unchanged (Fig. 1).  
 
Angiotensin II increases Aβ accumulation in the cortex 
Hypertension is associated with amyloid deposits in the neurovascular bed. We determined 
whether Ang II could be responsible for the deposition of amyloid plaques induced by high 
blood pressure. Amyloid plaques were quantified by Thioflavine-S immunostaining. 
Thioflavine-S stains Aβ aggregates. No evidence of co-staining with thioflavine-S or congo red 
(data not shown) was found in either group.  
We completed these results using ELISA to quantify soluble and insoluble monomeric Aβ40 and 
Aβ42 in the hippocampus and cortex. Independently of blood pressure change, Ang II raised the 
level of soluble Aβ40 species in the cortex, but not in the hippocampus (Fig. 3). However, the 
level of Aβ42 is only significantly different from control in the cortex of the hypertensive group. 
Ang II did not change the levels of insoluble Aβ40 or Aβ42 in either region of the brain. The ratio 
of Aβ40/Aβ42, often used to predict AD (Näslund et al., 1994) (Wiltfang et al., 2007), was not 
different in the Ang II and control groups (data not shown). 
 
3.3 Angiotensin II decreases synaptophysin immunoreactivity but does not affect neuronal 
survival 
We investigated whether the presence of amyloid was associated with neuronal loss, 
neurodegeneration or lower synaptophysin immunoreactivity in the brain regions related to 
memory. We chose to study the hippocampus and the somatosensory cortex due to their 
significant contribution in the memory process. Additionally, we decided to investigate the 
different layers in each region of the hippocampus to segregate the neuronal pathway involved. 
In Fig. 2b, mice subjected to Ang II perfusion at either dose revealed lower synaptophysin-2 
immunoreactivity in the stratum radiatum layer of the CA3 (CA3-rad) and in the polymorph 
layer of the dentate gyrus (DG-po) of the hippocampus as well as in the somatosensory cortex. 
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All hippocampal regions forming the perforant pathway, primarily implicated in spatial 
memory. The stratum lacunosum molecular layer of CA1 (CA1-slm), mainly involved in object 
recognition, presented lower synaptophysin-2 only at the hypertensive (A1000) dose, while 
there was no change in the frontal cortex in either Ang II groups. The synaptophysin-2 
immunoreactivity in all other sub-regions of the hippocampus of the Ang II group were 
comparable to the control group.  These changes were not associated with neuronal loss or 
neurodegeneration in both Ang II-perfused groups since no significant differences in neuronal 
count with NeuN (data not shown) or in Fluoro-Jade B staining were found in the Ang II groups 
compared to controls (Fig. 2a).  
Discussion 
This study demonstrated that, independently of blood pressure, an increase of ang II 
lowers synaptophysin density and increases soluble Aβ, two hallmarks of AD. These novel 
observations suggest, for the first time, that a subpressive levels of circulating ang II may induce 
or foster the development of AD.  
Two main isoforms of Aβ were found to accumulate in AD: Aβ-42 and Aβ-40. Aβ-42 is a longer 
protein and aggregate more easily to form plaques; it tends to increase in both aging and in AD 
brain independently of plaque accumulation (Funato et al., 1998). Aβ-42 is physiologically 
active and have a protective role in neuronal function, in this condition, a pathological 
aggregation may cause neurodegeneration by depriving neurons of the protective effect of Aβ-
42 monomers (Giuffrida et al., 2009). In this study, soluble Aβ-40 increased in the cortex while 
only the highest concentration of ang II raised the Aβ-42 level. This suggests that soluble Aβ-
42 may be secondary to the increase in blood pressure.  
The fact that higher concentration of Aβ-40 were found particularly in the cortex of ang II mice 
is of special interest because it demonstrates the similarity between our model and AD brain as 
Aβ-40 is the most abundant form in the cerebral cortex of AD patients (Mori et al., 1992) 
(Funato et al., 1998). Equally similar to our study, an inverse correlation between soluble Aβ-
40 and cortical synaptophysin can be observed in AD patients (Lue et al., 1999). It was also 
demonstrated that soluble Aβ-40 species impair neurovascular coupling (Niwa et al., 2000) and 
is associated to a lower synaptic activity (Walsh et al., 2002), two essential functions in the 
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memory process. Therefore, in addition to our data, these studies suggest that soluble Aβ-40 
increase may be a cause of memory and synaptic plasticity impairment shown in our model. 
Our results showed that ang II lowered the synaptophysin level especially in the CA3-rad and 
DG-po of the hippocampus as well as somatosensory cortex. These regions are strongly 
correlated to encoding and retrieval of spatial memory (Kesner, 2007); (Kesner et al., 2004). 
The medial entorhinal (MEC) cortex processes information from the somatosensory cortex to 
the dorsal hippocampus via the medial perforant pathway. The MEC is the first site to show 
plaque accumulation in AD (Braak and Braak, 1991). A lesion in the entorhinal cortex reduce 
synaptic activity in the perforant pathway (Miwa et al., 2001), decreasing synaptic activity in 
the stratum CA3-rad as well. Similarly, to our results, the synaptic activity decrease in these 
regions was not accompanied by neurodegeneration on neuronal loss. 
In a previous study (Duchemin et al., 2013), we demonstrated that a chronic perfusion of Ang 
II increase anxiety. However, in this paper, we wanted to focus our attention on the effect of 
Ang II on memory and particularly on the hippocampus. To this end, we worked on the dorsal 
part of the hippocampus, as studies demonstrated that this part is related to learning and spatial 
memory and the ventral hippocampus regulates emotions (Kheirbek and Hen, 2011). 
Our model is particularly interesting in the objective of studying AD since , unlike the APP 
mouse model, our results show that the Aβ accumulation begins in the cortex and later spreads 
in the hippocampus similar to what is seen in AD patients (Funato et al., 1998) (Mucke et al., 
2000). Also, ang II did not induce the formation of dense core of Aβ deposits seen in APP mice 
but increased soluble beta-amyloid in the cortex, which are more predictive of AD (Lue et al., 
1999). 
The mechanisms underlying the induction of AD though hypertension need further 
investigation. Altogether, these results indicate that the RAS is a promising pathway to develop 
new therapies for AD treatment. 
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Figure legends 
Fig. 1 Systolic blood pressure. Two-way Anova, Bonneferoni posttest. *p<0.05 vs ctrl. Bars 
show mean SD, n = 6-10. 
Fig. 2. ELISA for soluble and insoluble formic acid extracted Aβ40 and Aβ42 in homogenates 
from the hippocampus and cortex. Data are expressed in mole of Aβ per gram of protein. 
Angiotensin II increases soluble Aβ40 and Aβ42 in the cortex of hypertensive mice. Aβ40 is also 
increased in the cortex of mice perfused with subpressive angiotensin II. Angiotensin II does 
not change insoluble Aβ.  
Fig. 3a. Fluorescence of Fluoro-Jade B staining in mice perfused 21 days with pressive (A1000) 
and subpressive (A200) doses of angiotensin II. Values are mean ± SD; n=5. Fig. 3b. 
Synaptophysin-2 immunostaining intensity in the hippocampus and cortex regions of mice 
perfused 21 days with angiotensin II. Hippocampus CA1 lacunosum molecular (CA1-slm), CA3 
stratum radiatum (CA3-rad), dentate gyrus polymorph layer (DG-po) frontal associative cortex 
(FrA) and somatosensory cortex (CSS).  Values are mean ± SD. One-way ANOVA with 
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Résumé de l’étude 3 (non-publiée) 
 
Les lymphocytes T régulateurs rétablissent le couplage neurovasculaire dans un modèle 










L’angiotensine (ang) II, une protéine centrale dans la régulation de la pression artérielle, 
est impliquée dans le développement de l’inflammation vasculaire ainsi que dans les 
dysfonctions cérébrovasculaires pouvant ainsi compromettre l’homéostasie cérébrale. Un 
déséquilibre au niveau des différents sous-types de lymphocytes T, tel que les lymphocytes T 
effecteur (Th) et les lymphocytes T régulateurs (Treg) ont été mis en cause dans le 
développement de l’inflammation vasculaire et de l’hypertension artérielle. Les Th jouent un 
rôle dans le développement de l’hypertension et de l’inflammation vasculaire, alors que les Treg, 
et plus particulièrement les Treg produisant de l’interleukine-10 (IL-10), renverseraient les 
dysfonctions endothéliales induites par l’Ang II. Dans cette étude, notre objectif est d’explorer 
les effets des lymphocytes T et de l’IL-10, sur les fonctions cérébrovasculaires, dans un modèle 
de souris hypertendues. Chez des souris C57BL6, perfusées 14 jours avec de l’Ang II (1000 
ng/kg/min) ou avec du salin, nous avons injecté soit des Treg, des Th, des Treg provenant de 
souris dont le gène codant pour l’IL-10 est invalidé ou de PBS par voie caudale. Dans d’autres 
groupes de souris, du PBS ou de l’IL-10 ont été perfusés par le biais d’une pompe osmotique. 
Le couplage neurovasculaire (CNV) et les réponses dépendantes et indépendantes de 
l’endothélium ont été mesurées in vivo par laser Doppler. Chez les souris non-perfusées à l’Ang 
II, les Th et les Treg IL-10-/- ont causé une dysfonction du CNV et diminué l’amplitude de la 
réponse endothéliale. Alors que chez les souris perfusées à l’Ang II, le traitement de Treg a 
rétabli les réponses endothéliales et du CNV diminuées par l’Ang II et la perfusion d’IL-10 a 
 
- 101 - 
 
rétabli le CNV. La réponse au SNP, indépendante de l’endothélium n’est pas modifiée par l’Ang 
II, cependant nous avons constaté que cette réponse est augmentée en présence de Treg, chez 
les souris perfusées ou non. Ces résultats montrent pour la première fois l’implication du 
système immunitaire dans la régulation du CNV. Nous avons démontré que les Treg et l’IL-10 
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pressions, analyses, statistiques et graphiques, ainsi que la rédaction de l’article ont été faites 
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Abstract 
Angiotensin II (ang II), involved in blood pressure regulation, increases inflammation and down 
regulates the cerebrovascular functions, which may consequently compromise cerebral 
homeostasis. An imbalance between different subset of T lymphocytes such as T helper (Th) 
and T regulatory lymphocytes (Treg) were recognised to be involved in ang II effects on blood 
pressure and vascular inflammation. Th were proven to play a role in the development of 
hypertension and vascular inflammation and Treg, particularly IL-10 producing Treg, was 
shown to be effective in reversing ang II-induced endothelial dysfunctions in mesenteric 
arteries. In this study, we aim to explore the effect of T lymphocytes and IL-10 on 
cerebrovascular functions.   
In C57BL6 mice, perfused 14 days with ang II (1000 ng/kg/min) or with its vehicle, we injected 
either Treg cells, Th cells, Treg cells from IL-10 knock out mice or PBS injected in the tail vein. 
In another group of mice, PBS or IL-10 were perfused using an osmotic pump. Neurovascular 
coupling (NVC) as well as endothelial-dependent and independent functions were measured in 
vivo by laser-Doppler flowmetry.  
In mice unperfused with ang II, our results showed that Th and Treg IL-10-/- cells impaired NVC 
and lowered the endothelial response. While, in ang II-perfused mice, in which the endothelial 
and NVC responses are impaired, Treg restored both responses. IL-10, however only restored 
NVC. Furthermore, Treg from wild type and IL-10-/- mice increased the response to SNP in ang 
II-perfused mice. 
Our results show for the first time that the adaptive immune system modulates NVC, Treg and 
IL-10 being able to restore this response in Ang II-perfused mice and Th to decrease this same 
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Introduction 
One third of the occidental population suffers from arterial hypertension (Rahimi et al., 
2015) which can be secondary to an underlying pathology or be idiopathic, in which case there 
is no identifiable cause, this form represents the majority of the hypertensive population. This 
condition is described as a chronic low-grade vascular inflammation and consists of an increase 
in blood pressure, vascular remodeling and endothelial dysfunctions (Faraci, 2011).  
A hallmark of vascular inflammation is an infiltration of macrophages and leukocytes into 
vascular walls. This process could be modulated by T lymphocytes and induced by angiotensin 
II (ang II), the main effector of the renin-angiotensin system (RAS), involved in blood pressure 
regulation (Barhoumi et al., 2011; Caillon and Schiffrin, 2016). This mechanism was thus 
suspected to participate in the pathogenesis of hypertension. Indeed, as demonstrated by Guzik 
et al, Rag1-/- DOCA-salt or Ang II-perfused mice, which does not express B and T lymphocytes, 
are protected against hypertension and this response is restored by adoptive transfer of T cells 
(Guzik et al., 2007).  
Ang II in the circulation binds to AT1 receptors on the smooth muscle cells to induce a 
vasoconstriction or to the endothelium to attenuate vasodilation, but also vascular remodeling 
through an increase in NADPH activity, adhesion molecule expression and the upregulation of 
pro-inflammatory cytokines. In addition to the circulatory system, most tissues and cells possess 
the endogenous machinery to produce ang II including T lymphocytes (Hoch et al., 2009) in 
which the expression of AT1 receptor increase when activated compared to naïve cells (Silva-
Filho et al., 2013). The involvement of T lymphocytes in the pathophysiology of hypertension 
requires AT1 receptors and the NADPH oxidase subunit p47phox. Indeed,  in Rag1-/- mice, 
adoptive transfer of  T cells from mice deficient in one of these two components partially blunted 
the  ang II –induced hypertension (Guzik et al., 2007).  
Naïve CD4+ T cells differentiate into two main subtypes: pro-inflammatory T helper (Th1, Th2, 
Th17) and regulatory T lymphocytes (Treg) which act to suppress cellular immune responses. 
T helper (Th) cells are involved in the pathophysiology of hypertension and vascular 
inflammation while Treg prevents the vascular inflammation, macrophage infiltration and 
adhesion molecule expression induced by ang II in mesenteric arteries (Barhoumi et al., 2011). 
Treg are naturally induced by antigens and are characterized by the expression of the X-linked 
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forkhead/winged helix transcription factor (Foxp3). They suppress the autoimmune response 
through the regulation of other lymphocytes, macrophages and dendritic cells. Their action on 
Th cells can be mediated by a direct cell-cell interaction, granzyme-perforin secretion or through 
the liberation of anti-inflammatory cytokine such as IL-10 (Akdis, 2009). Recent studies 
demonstrated that an ang II-mediated vascular dysfunction and oxidative stress can be prevented 
by IL-10 producing Treg and its ability to inhibit NADPH oxidase in endothelial cells (Didion 
et al., 2009) (Kassan et al., 2011). Hence IL-10 pathway would contribute to the prevention of 
the vascular impairment seen in hypertension. 
Ang II-induced vascular inflammation may also impair cerebrovascular functions. Upon 
neuronal activation, an increase in cerebral blood flow ensures an adequate oxygen supply to 
maintain neuronal activity. This process, called neurovascular coupling (NVC), is attenuated in 
perfused mice with pressive and subpressive doses of ang II (Kazama et al., 2004)(Capone et 
al., 2011).   
However, no studies were done so far on the influence of T lymphocytes on cerebrovascular 
functions. In this study, we wanted to explore the effect of the two subtypes of T lymphocytes, 
Th and Treg, on cerebrovascular functions. As well as their involvement in ang II-induced 
cerebrovascular dysfunctions. To this end, we determined whether Treg and Th adoptive 
transfer modulates the NVC and cerebrovascular response in normotensive and Ang II-induced 
hypertensive mice. In addition, we sought to investigate whether IL-10 producing Treg mediates 
the effect of Treg cells using IL-10 perfusion and Treg IL-10-/-.  
Methods 
Animals 
All procedures were approved by the committee on the Ethics of Animal Experiments of the 
Université de Montréal and were performed in accordance with the principles outlined by the 
Canadian Council on Animal Care. Eight to ten weeks-old C57BL/6 (Harlan Laboratories) male 
mice were housed individually in a 12:12 light dark cycle and had access to food and water ad 
libitum.   
Cell isolation and adoptive transfer 
T lymphocytes were isolated from 2 spleens of 8 to 10 weeks old male C57BL/6 or IL-10-/- 
mice using the EasySep Mouse CD4_ T Cell Pre-Enrichment and CD25 Positive Selection kits 
 
- 106 - 
 
(Stem Cell Technologies) as previously described by Barhoumi et al 2011. Purity of Treg cells 
was verified by flow cytometry by first blocking with Fc-Block (BD Biosciences) for 30 
minutes at 4°C, followed by staining with anti-CD4 APC-conjugated (RM4-5) and anti-CD25 
PE-conjugated (3C7) antibodies (BD Biosciences) for 1hour at 4°C. Cells were washed, 
resuspended, and analyzed using FACSCalibur flow cytometer (BD Bioscience) and FCS 
Express V3 software (De Novo Software). To perform adoptive transfer, mice were placed 
under a heat lamp to increase blood flow to the tail vein and then transferred to a holding 
device (AIMS restrainer). The lateral tail veins were identified and 100 µL of PBS or 3 x 105 
cells injected using a 0.5-mL syringe with a 26-gauge needle. Approximately 2 spleen were 
used for 3 Treg and 3 Teff injections. 
In vivo surgery 
Anaesthesia was initiated by 5% isofluarane-oxygen and maintained by intraperitoneal 
injections of alpha-chloralose (50 mg/kg) and urethane (750 mg/kg). A cannula was inserted 
into the femoral artery to monitor blood pressure and blood gas. Ventilation was maintained 
artificially through a tracheal intubation and body temperature was maintained at 37 degrees. 
Cerebral blood flow was monitored by a laser Doppler probe placed in a 2x2 mm window drilled 
above the somatosensory cortex. Artificial cerebrospinal fluid (aCSF) was superfused (0.5 
mL/min) after the removal of the pia matter. The blood gases were measured at the beginning 
and at the end of the experiment. The experiment began 30 minutes after the end of the surgery 
to allow the blood gas to stabilise. Animals with a mean arterial blood pressure under 60 mmHg 
and blood gas outside normal range (PH: 7,35-7,40; PCO2: 33-41; PO2: 110-140) were 
eliminated from the study. 
Protocol 
Mice either received two intra-venous injections of 300 000 cells of CD4+ CD25- (Th), CD4+ 
CD25+ (Treg), Treg IL-10-/- or PBS. The first injection was done 7 days before the Ang II pump 
implantation and, the second one, the day following the implantation of the osmotic pump (Alzet 
model 1002) containing 1000 ng/kg/mn of Ang II (angiotensin II acetate; Sigma) or had a sham 
surgery. Osmotic pumps were implanted subcutaneously under isoflurane anesthesia as 
previously described (Duchemin 2013). Each osmotic pump (Alzet model 1004) delivered 0.24 
ul/hour for 14 days. The animals treated with IL-10 had two pumps implanted the same day, 
one filled with Ang II 1000 ng/kg/min and the other with 1000 ng of IL-10 (Sigma #SRP3071). 
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Blood pressure was taken by non-invasive tail-cuff plethysmography (Kent scientific Co.) 24 
hours before surgery. A minimum of 20 acclimation cycles were done, followed by ten 
measurements to get an accurate average. Data were not considered valid by the software if the 
blood flow was insufficient in the tail or if the overall shape of the trace did not fit the expected 
profile.  
Experimental protocol 
The probe was placed above the whisker barrel area and the experiments begun by three 60 
second whiskers stimulations at 6HZ every 3 minutes to measure the neurovascular coupling 
response. We measured the endothelium-dependant response using acetylcholine (Ach) 20mM. 
This method was previously used by William Rosenblum in 1985 where he demonstrated that a 
superfusion of Ach does not cause a vasodilatation of the pial arteries if the endothelium is 
damaged. The endothelium-independent response was measured using sodium nitroprussiate 
(SNP) 10mM, a nitric oxide donor. Both drugs were superfused for 5 minutes followed by a 15 
minutes aCSF superfusion to restore basal stimulation level. The percentage increase was 
measured using the CBF value before the stimulation and the maximum response.  
Data analysis and statistics 
Data are expressed as mean  SD and analysed with GraphPad Prism 5 software. Two-way 
ANOVA was used for paired data with Bonferroni analysis for multiple comparisons. One-way 
ANOVA with Tukey’s post hoc test was used for unpaired data.  A p<0.05 was considered as 
statistically significant.  
Results 
Th cells alters the NVC 
In mice not receiving Ang II (Fig.1a), Th cells injections significantly decreased the CBF 
response to whiskers stimulations (One-way ANOVA, Tukey’s multiple comparison test; 
**p<0.001 vs PBS; n=6-10) and to the endothelium dependent vasodilator (Fig. 1b), Ach (One-
way ANOVA, Tukey’s multiple comparison test; p=0.067; n=4-6) without having any effect on 
the endothelium-independent response to SNP (Fig. 1c) (n=4-7). Treg injections did not 
modulate the CBF in these experimental conditions (Fig. 1abcd). These effects did not correlate 
with changes in blood pressure as neither Th nor Treg modified blood pressure (Fig. 1d). (One-
way ANOVA, Bonferroni multiple comparison test; *p<0.05 vs PBS; n=6-7). 
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Treg restored the NVC and the endothelium-dependant response in ang II-perfused mice  
In ang II-perfused mice, CBF responses to whiskers stimulations (Fig. 2a) and to Ach (Fig. 2b) 
were drastically attenuated as previously described (One-way ANOVA, Tukey’s multiple 
comparison test; **p<0.005 vs PBS, #p<0.05 vs Ang II; n=7-9.) (Kazama et al., 2004; Girouard 
et al., 2006; Capone et al., 2011). Treg injections normalized the impaired NVC (Fig. 2a) and 
endothelium-dependent response (Fig. 2b) (One-way ANOVA, Tukey’s multiple comparison 
test; *p<0.05 vs PBS, #p<0.05 vs Ang II; n=4-6). Interestingly, Treg augmented the 
endothelium-independent response to SNP above the control level in ang II-perfused mice only 
(Fig. 2c) (One-way ANOVA, Tukey’s multiple comparison test; #p<0.05 vs Ang II; n=4-8). Th 
did not restore the ang II damages on either cerebrovascular functions (Fig. 2abc). 
The angiotensin II-induced endothelium-dependant impairment is restored by a Treg 
treatment  
Previous studies demonstrated that the anti-inflammatory cytokine IL-10 produced by Treg play 
a key role in regulating microvascular endothelial function in ang II-induced hypertension 
(Kassan et al., 2011). To better understand how Treg re-establish the cerebrovascular functions 
we isolated and injected Treg from IL-10-/- mice which did not produce IL-10. In ang II-perfused 
mice, Treg IL-10-/- did not restore NVC nor the endothelial response (Fig. 3ab) (Two-ways 
ANOVA, Tukey’s multiple comparison test; *p<0.05 vs PBS; n=5-9). However, in unperfused 
mice, Treg IL-10-/- impaired NVC and lowered the endothelial response similarly to Th 
injections (Fig. 3ab) (Two-ways ANOVA, Tukey’s multiple comparison test; *p<0.05 vs PBS; 
n=5-9). Nonetheless, Treg IL-10-/- increased the endothelium-independent response above the 
control level, in the same way than its wild type counterpart (Fig. 3c) (Two-ways ANOVA, 
Tukey’s multiple comparison test; #p<0.05 vs Ang II: Treg IL-10-/-; n=5-8).  
IL-10 restored the NVC response 
To identify if IL-10 can be a key component in the cerebrovascular functions improvements 
seen with Treg, we perfused IL-10 and ang II simultaneously. The data showed that IL-10 
restored the NVC response in ang II-perfused mice (Fig. 4a) (One-way ANOVA, Tukey’s 
multiple comparison test; ***p<0.001 vs PBS, ##p<0.05 vs Ang II; n=5-9). However, the 
endothelium-dependent response did not return to control level with IL-10 (Fig. 4b) (One-way 
ANOVA, Tukey’s multiple comparison test; ***p<0.001 vs PBS; n=4-6). The endothelium-
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independent response did not change between groups (Fig. 4c). IL-10 in unperfused mice did 
not change either response compared to control (data not shown). 
NVC impairment does not depend on blood pressure 
None of the above results were correlated to blood pressure changes between groups. Blood 
pressure, measured the day prior to surgery, was not altered by T cells injections or by IL-10. 
The mean systolic blood pressure remained elevated in all groups receiving ang II, regardless 
of the protocol (Fig. 1d, 2d, 3d, 4d).  
Discussion 
Our results show for the first time that the adaptive immune system modulate 
cerebrovascular functions. While Th cells, and specifically ang II-activated Th, infiltration 
impairs the vascular response in periphery (Guzik et al., 2007), our data reveals that in cerebral 
arteries these cells weaken the NVC in mice perfused or not with ang II. However, these cells 
will only meaningfully impair the endothelial response when activated by ang II.  
Therefore, a mean to control ang II-induced inflammation would be to use Treg which regulates 
Th proliferation and differentiation. This hypothesis was previously tested on mesenteric 
arteries using an adoptive transfer of Treg in wild type mice and were proven to reverse the 
damaging effect of ang II on the endothelium (Barhoumi et al., 2011). Yet, the consequence of 
such treatment on the complex relationship between components of the neurovascular unit was 
never studied. Our study confirms that the ang II-induced endothelium impairment is restored 
by Treg in the brain as well. Furthermore, we demonstrate that Treg similarly restored the NVC 
response altered by ang II. 
Treg produce two main anti-inflammatory cytokines: IL-10 and TGF-beta. IL-10 signaling in 
Treg is required to suppress the Th cell-mediated inflammatory response (Chaudhry et al., 
2011). Hence, we looked at the possible involvement of IL-10 in the remission of the 
cerebrovascular impairments induced by ang II using Treg IL-10 -/-. This protocol did not 
restore the NVC or the endothelium impairment in ang II-perfused mice. This result may 
indicate that Treg are required to produce IL-10 to restore cerebrovascular functions as 
previously described (Kassan et al., 2011).  
However, the injection of these same cells in unperfused mice impaired the NVC and decreased 
the endothelial response in the same way than the Th cells. Similarly, to Th cells, Treg IL-10 -/- 
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requires Ang II to significantly impair the endothelial response. This result may implicate that 
Treg IL-10 -/- are being modified to differentiate into Th cells in the absence of IL-10. 
Essentially, CD4+ naïve cells can differentiate into Th17 cells or Treg cells depending on the 
cytokine stimuli available in their environment. Ang II promotes a pro-inflammatory rich 
environment as it increases the expression of IL-6 and TNF-alpha. In the presence of IL-6 and 
TGF-beta, CD4+ naive cells will differentiate into Th17 and inhibit TGF-beta-induced Treg 
differentiation (Kimura and Kishimoto, 2010). Therefore, without the possibility to produce Il-
10, Treg will only produce TGF-beta and prioritise Th17 development in the presence of Ang 
II.  
IL-10 perfusion restored the impaired NVC in ang II-perfused mice, yet did not improve the 
endothelial response. The fact that NVC is impaired by ang II and Th cells, an environment rich 
in IL-6 and TNF-alpha, and that it is restored by IL-10 which inhibit IL-6 and TNF-alpha (Groux 
et al., 1997), suggest that the NVC function is highly sensitive to pro-inflammatory cytokines. 
This happen independently of the effect on the endothelial response which seems to be much 
more resilient to these cytokines.  
It has been widely accepted that the NVC impairment induced by ang II is induced by the 
increased NADPH activity and superoxide production. Additional experiments will be required 
to further understand how Th cells impairs NVC. However, it is possible that Th cells lead to an 
inflammation in the brain by infiltrating the parenchyma and releasing pro-inflammatory 
cytokines. This cascade of event would impair the neurovascular homeostasis. These results 
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Figure legends 
Fig. 1a. Th cells injections decrease the response to whisker stimulations in unperfused mice 
compared to PBS. Treg injections did not change this response (One-way ANOVA, Tukey’s 
multiple comparison test; **p<0.001 vs PBS; n=6-10). Fig. 1b. None of the treatments 
significantly changed the response to acetylcholine, however, Th cells slightly lowered this 
response (p=0.067) (One-way ANOVA, Tukey’s multiple comparison test; n=4-6). Fig. 1c. Th 
or Treg did not attenuate the response to SNP (n=4-7). Fig. 1d. T cells do not change blood 
pressure. (One-way ANOVA, Bonferroni multiple comparison test; n=6-7). 
Fig. 2a. Ang II perfusion decreases the response to whiskers stimulations. Treg injections 
restore this response to control level (One-way ANOVA, Tukey’s multiple comparison test; 
**p<0.005 vs PBS, #p<0.05 vs Ang II; n=7-9.). Fig. 2b. Treg injections prevented the attenuated 
response to acetylcholine induced by Ang II-perfusion (One-way ANOVA, Tukey’s multiple 
comparison test; *p<0.05 vs PBS, #p<0.05 vs Ang II; n=4-6.). Fig. 2c. Treg injections increased 
the SNP response above control level. (One-way ANOVA, Tukey’s multiple comparison test; 
#p<0.05 vs Ang II; n=4-8). Fig. 2d. T cells do not change blood pressure. (One-way ANOVA, 
Bonferroni multiple comparison test; *p<0.05 vs PBS; n=6-7). 
Fig. 3.a. Treg from IL-10 knock out mice (Treg IL-10-/-) decreased the response to whiskers 
stimulations in unperfused mice and did not restore this response in ang II-perfused mice (Two-
ways ANOVA, Tukey’s multiple comparison test; *p<0.05 vs PBS; n=5-9).  Fig. 3.b Treg IL-
10-/- lowered the response to acetylcholine in unperfused mice and did not restore this response 
in ang II-perfused mice (Two-ways ANOVA, Tukey’s multiple comparison test; *p<0.05 vs 
PBS; n=4-6). Fig. 3.c Treg IL-10-/- increased the SNP response in ang II-perfused mice. (Two-
ways ANOVA, Tukey’s multiple comparison test; #p<0.05 vs Ang II: Treg IL-10-/-; n=5-8). Fig. 
3d.  T cells do not change blood pressure. (One-way ANOVA, Bonferroni multiple comparison 
test; *p<0.05 vs PBS, +p<0.05 vs Sham: Treg IL-10-/-; n=6-7). 
Fig. 4.a. IL-10 perfusion restored the response to whiskers stimulations (One-way ANOVA, 
Tukey’s multiple comparison test; ***p<0.001 vs PBS, ##p<0.05 vs Ang II; n=5-9). Fig. 4.b. 
IL-10 did not reverse the attenuated response to acetylcholine in ang II-perfused mice (One-way 
ANOVA, Tukey’s multiple comparison test; ***p<0.001 vs PBS; n=4-6). Fig. 4.c. IL-10 did 
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not change the SNP response (n=4-8). Fig. 4d.  IL-10 does not change blood pressure. (One-
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Troisième partie : Discussion 
Dans le but d’améliorer la compréhension de l’effet de l’hypertension artérielle sur les 
fonctions cérébrale nous avons, en premier lieu, démontré l’effet de l’Ang II sur la mémoire. 
Dans un second temps, nous avons établi que l’Ang II seul avait un effet sur l’activité de la 
synaptophysine et sur la formation de β-amyloïdes. Par la suite, nous nous sommes penché sur 
le fonctionnement du couplage neurovasculaire, en présence d’Ang II, et nous avons déterminé 
que cette interaction pouvait être modulée par le système immun acquis.  
  
La première étude publiée, mettant en cause l’effet de l’hypertension artérielle sur les 
fonctions cognitives, était le résultat d’une manipulation génétique qui augmentait l’activité du 
SRA (Inaba et al., 2009). Cette étude a démontré que l’activation excessive du SRA causait des 
difficultés d’apprentissage. Des études ont également démontrées que l’injection 
intraventriculaire aigüe d’Ang II améliore de la capacité d’apprentissage. Toutefois, ces travaux 
ne prenait pas en compte l’aspect chronique de l’hypertension artérielle (Georgiev and Yonkov, 
1985). Le modèle de perfusion d’Ang II nous a permis de simuler l’augmentation continue de 
l’activité du SRA, sans modifications génétiques, et ainsi d’éviter les effets compensateurs d’un 
modèle génétique sans conditionnement ciblé.  
Nous avons choisi d’utiliser une perfusion chronique d’Ang II pour pouvoir, par la suite, 
différencier l’effet de l’augmentation du SRA, de l’augmentation de la pression artérielle, sur 
les fonctions cérébrales. Dans cette première étude nous avons donc établi que l’augmentation 
continue de l’Ang II cause un déficit cognitif. La raison pour laquelle, ceux-ci ne sont visibles 
que lorsque nous testons les souris à partir du 21ème jour de perfusion est encore à l’étude. 
N’ayant mesuré la capacité d’apprentissage qu’à partir de 14 et 21 jours de perfusion, il n’est 
pas possible de savoir si les dysfonctions cognitives observées ne se manifestent pas quelques 
jours avant. Pour s’assurer du temps précis nécessaire au développement de ces dysfonctions, il 
faudrait commencer le test de la piscine de Morris, à une journée d’intervalle, entre le 14ème et 
le 21ème jour de perfusion de l’Ang II. En attendant, il est raisonnable de dire que la mémoire 
semble affectée entre le 19ème jour, qui est le dernier jour d’apprentissage dans le groupe testé 
après 14 jours de perfusion, et le 21ème jour, date de début des tests pour le groupe perfusé 21 
jours avant le début des tests. 
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Trois différentes concentrations d’Ang II ont été utilisés dans cette étude. Dans le 
premier article, nous avons choisi une concentration d’Ang II de 1900ng/kg/mn. Cette 
concentration, précédemment utilisée par Girouard et al., augmentait la pression artérielle 
rapidement et la maintenait élevée pendant toute la durée de l’expérience, soit 7 jours dans le 
cas de l’étude de Girouard et al. (Girouard et al., 2008). Dans les études suivantes nous avons 
diminué la concentration d’Ang II hypertensive, à 1000ng/kg/mn, dans le but de travailler avec 
la plus petite concentration pouvant engendrer une hypertension rapide et stable. La 
concentration de 200 ng/kg/mn a été choisi car c’est dose maximale qui augmente le stress 
oxydant, sans augmenter la pression artérielle (Kawada et al., 2002). L’augmentation de la 
pression artérielle a été mesurée dans nos modèles utilisant les doses hypertensives d’Ang II 
(1900 et 1000 ng/kg/mn). Dans les deux modèles, la pression atteint son maximum au 3ème jour 
et se maintient entre 150 et 200 mmHg jusqu’au 28ème jour de perfusion, qui correspond à la 
durée de vie de la pompe osmotique. 
 
Il a également été démontré que les espèces réactives de l’oxygène sont augmentées, 
dans ce modèle d’hypertension artérielle, par le biais de de la NADPH oxydase  qui est activée 
lors de la liaison de l’Ang II aux récepteurs AT1 (Girouard et al., 2007). Dans les modèles 
d’hypertension artérielle, la source principale d’espèces réactives de l’oxygène 
cérébrovasculaire est l’activation de la NADPH oxydase (Iadecola and Davisson, 2008). Le 
sous-type de NADPH oxydase dans le cerveau est la NOX2, composé des sous-unités gp91phox 
et p22phox (Wang et al., 2006); (Garrido and Griendling, 2009). Le stress oxydant, ainsi produit, 
participe aux dysfonctions vasculaires observées dans les artères périphériques et cérébrales 
(Barhoumi et al., 2011; Kazama et al., 2004). Les études précédentes ont démontrées que les 
concentrations de 1000 ng/kg/mn et de 200 ng/kg/mn d’Ang II augmentent l’activité de la 
NADPH oxydase, et la production subséquente d’espèces réactives de l’oxygène, dans les 
artères mésentériques et cérébrales, après 14 jours de perfusion (Barhoumi et al., 2011); (Capone 
et al., 2011). Le stress oxydant, présent dans les OCV, aurait un impact sur l’augmentation de 
la pression artérielle et l’inflammation vasculaire. En effet, l’injection intracérébroventriculaire 
de superoxyde dismutase ou l’inhibition de la sous-unité p22phox, en présence d’Ang II, 
empêche l’augmentation de la pression artérielle, l’activation de la NADPH oxydase et la 
production d’espèces réactives de l’oxygène dans les OCV, ainsi que l’infiltration et l’activation 
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des lymphocytes T dans les artères périphériques (Zimmerman et al., 2002, 2004); (Lob et al., 
2013). Nous n’avons malheureusement pas pu présenter de résultats sur l’activité de la NADPH 
oxydase dans nos modèles par manque de temps et de matériels nécessaires à ce protocole. 
Néanmoins, pour la suite de cette étude, il a été prévu que l’activité de la NADPH oxydase serait 
mesurée, dans chaque région d’intérêt du cerveau, par chimiluminescence de la lucigénine, tel 
que décrit précédemment par Miller et al. (Miller et al., 2005) et par la quantification du 
dihydroéthidium (DHE). 
 
Chez les souris perfusées avec 1000 ng/kg/mn et 200 ng/kg/mn d’Ang II, l’augmentation 
de la NADPH oxydase cérébrale est accompagnée d’une diminution de la réponse endothéliale 
cérébrovasculaire et du CNV  (Capone et al., 2011; Girouard et al., 2006). Notre étude confirme 
ces résultats, dans le modèle de souris hypertendues (1000 ng/kg/mn), et étend le champ de 
connaissances sur ce domaine en démontrant que ces fonctions sont restaurées par l’injection de 
Treg. L’effet des Treg sur le CNV a été démontré pour la première fois dans notre laboratoire. 
Cependant, les précédents travaux, ont établi que les Treg restaurent les fonctions endothéliales 
et réduisent l’activité de la NADPH oxydase, dans les artères mésentériques du modèle 
d’hypertension provoquée par l’Ang II (Barhoumi et al., 2011). Le mécanisme par lequel les 
Treg rétablissent ces fonctions n’a, néanmoins, pas encore été identifié. Ces cellules pouvant 
agir de plusieurs manières pour rétablir les fonctions cérébrovasculaires, nous avons choisi 
d’explorer l’effet de l’IL-10, qui est une cytokine anti-inflammatoire produite par les Treg 
(Groux et al., 1997). Pour cela nous avons injecté des cellules Treg provenant de souris ne 
produisant pas d’IL-10 (Treg IL-10 -/-). Nous avons ainsi pu déterminer que les Treg, ne 
produisant pas d’IL-10, n’avaient pas la possibilité de restaurer la réponse endothéliale diminuée 
par l’Ang II. Notre étude confirme ainsi les résultats obtenus par Kassan et al dans les artères 
mésentériques (Kassan et al., 2011). Ces derniers avaient démonté que les souris IL-10 -/-, et de 
type sauvage, perfusées à l’Ang II avaient une diminution de la réponse endothéliale, 
contrairement aux souris ne recevant pas d’Ang II, et que cet effet était restauré en présence de 
Treg provenant de souris de type sauvage. Nous n’avons cependant pas utilisé le même modèle, 
car les souris IL-10 -/- sont un modèle de maladie inflammatoire de l’intestin, dont le système 
immunitaire est déjà compromis. Les souris IL-10-/- sont sensibles aux infections (Sewnath et 
al., 2001), et ont une augmentation naturelle de l’expression de plusieurs cytokines pro-
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inflammatoire dont l’IL-6, l’IL-1b et du TNF-alpha (Cohen et al., 2004). Pour ne pas ajouter de 
facteurs inflammatoires supplémentaire dans nos expériences, nous n’avons donc utilisé que les 
cellules Treg isolées à partir de la rate de ces souris. 
Dans le but de confirmer ces résultats, nous avons utilisé des souris recevant une perfusion 
d’Ang II avec 1000 ng d’IL-10, une dose précédemment utilisé par Kassan et al. Ce traitement 
à rétabli la réponse du CNV, mais n’a eu qu’un effet partiel sur la réponse endothéliale. Une des 
raisons de l’utilisation du modèle d’Ang II/IL-10 et d’Ang II/Treg était de favoriser la 
biodisponibilité des Treg, pour savoir si les dysfonctions vasculaires de l’Ang II seraient causées 
par un débalancement des lymphocytes T en faveur des Th. En effet, l’hypertension provoquée 
par l’Ang II entraine la production de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL6, le TNFα et 
l’INF-γ (Barhoumi et al., 2011). Hors, ces cytokines favorisent la différenciation des CD4+ en 
Th17 plutôt qu’en Treg. Madhur et al. ont démontrés que les Th17, produisant l’IL17, participent 
à l’infiltration de Th dans la paroi des artères, au maintien de l’hypertension artérielle, au stress 
oxydant et aux dysfonctions endothéliales en présence d’Ang II (Madhur et al., 2010).  La suite 
de ce projet pourrait donc également inclure la mesure de la concentration d’IL-17 plasmatique 
et du ratio Th17/Treg dans nos modèles. Dans ce cas, la récupération des fonctions 
cérébrovasculaires par l’injection de Treg et/ou la perfusion d’IL-10 serait dû au rétablissement 
de ce ratio.  
Néanmoins, l’étude de Kassan et al. ayant démontré que la perfusion d’IL-10, chez les souris 
perfusées à l’Ang II, rétablissant la réponse endothéliale dans les artères mésentériques, nous 
avons été surpris de n’avoir qu’un rétablissement partiel de cette réponse dans les artères 
cérébrales. La différence de résultats sur l’endothélium entre l’étude de Kassan et al. et la nôtre, 
peut s’expliquer, soit par le fait que la dose ne soit pas suffisamment élevée, soit par le fait que 
l’IL-10 utilise d’autres mécanismes d’actions que ceux identifiés dans la littérature. Pour 
approfondir ces mécanismes il serait d’abord intéressant de quantifier le taux d’IL-10 
plasmatique présent pendant les 14 jours de perfusion, pour savoir si l’IL-10 perfusée est 
métabolisée, si cette cytokine s’accumule dans le système ou si elle est éliminée telle quelle. Par 
la suite, pour valider notre modèle et vérifier s’il est possible de rétablir l’effet observé avec les 
injections de Treg, il serait également intéressant d’ajouter un groupe de souris, recevant une 
injection de Treg IL-10-/-, en plus d’une perfusion à l’Ang II et à l’IL-10. 
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La seconde partie de l’étude sur les lymphocytes T nous a permis de démontrer, pour la première 
fois, que les Th causent une dysfonction du CNV et atténuent la réponse cérébrovasculaire. 
Sachant que notre étude a été faite avec des injections provenant de CD4 CD25-, sans 
différenciation pour les Th1, Th2 ou Th17, la suite de ce projet, en plus de quantifier le ratio 
Th17/Treg, pourrais également inclure un groupe supplémentaire utilisant des injections de 
Th17 isolés pour valider le rôle de ces cellules dans CNV et dans la réponse endothéliale 
cérébrovasculaire. 
 
Notre étude démontre que l’Ang II participe à l’augmentation de la formation de β-
amyloïdes libres, sans pour autant contribuer à la formation de plaques amyloïdes. En effet, nous 
nous attendions à observer la formation de plaques dans notre modèle puisque, une étude 
récente, utilisant des souris hypertendues par le biais d’une coarctation trans-aortique, a montré 
une augmentation du dépôt de plaques amyloïdes dans le cortex et l’hippocampe (Carnevale et 
al., 2012b). La raison de cette différence entre nos études pourrait être due au fait que nous 
ayons regardé après trois semaines de perfusion seulement, contrairement à l’étude de Carnevale 
et al. qui a observé ces effets après quatre semaines. La suite de ce projet pourrait ainsi inclure 
la vérification de la présence de plaques amyloïdes par le Congo red et la Thioflavine-s après 
quatre semaines de perfusion d’Ang II.  
Notre étude confirme que les déficits cognitifs précèdent la formation de plaques amyloïdes. Ce 
qui est en accord avec les études faites chez les patients Alzheimer, mais contraire aux résultats 
de la plupart des études utilisant des modèles animaux transgéniques de la maladie d’Alzheimer. 
L’étude de Cifuentes et al., par exemple, qui a démontré que chez les souris APPPS1 
(surexprimant le précurseur de la protéine amyloïde humaine et de la préséniline), la perfusion 
d’Ang II accélérait l’apparition de déficits cognitifs et l’augmentation de plaques amyloïdes 
dans le cortex (Cifuentes et al., 2015b). Cette étude a cependant également démontré que l’Ang 
II double le taux d’oligomères de β-amyloïdes, dans le cerveau et le plasma des APPPS1. Ces 
résultats, ainsi que les nôtres, vont dans le sens de la nouvelle théorie qui stipule que les 
oligomères de β-amyloïdes seraient responsable des déficits cognitifs dans la maladie 
d’Alzheimer (Hayden and Teplow, 2013). En effet, nous avons pu observer une augmentation 
des β-amyloïdes libres en présence d’Ang II, et plus particulièrement de la forme β-amyloïdes 
1-40 qui est dix fois plus abondante que celui des β-amyloïde 1-42, dans le cerveau des 
 
- 138 - 
 
personnes atteints de la maladie d’Alzheimer (Mori et al., 1992). Les β-amyloïdes 1-42 libres 
n’étant augmentés que chez les souris hypertendues, il se pourrait que ces derniers, plus enclin 
à s’agréger, ne participent qu’à la formation de plaques amyloïdes et non aux dysfonctions 
cérébrovasculaires et cognitives. 
 
Chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer, la forme β-amyloïdes 1-40 est 
associée à une diminution de la synaptophysine dans le cortex, elle-même corrélé avec une 
réduction des fonctions cognitives chez ces patients  (Lue et al., 1999); (Sze et al., 1997); 
(Counts SE 2006). La synaptophysine est la molécule la plus abondante dans les vésicules 
synaptiques. Cette protéine, localisée exclusivement dans les terminaux présynaptiques, régule 
la recapture des vésicules synaptiques pendant et après une activité neuronale. Le défaut 
d’endocytose, suite à la perte de synaptophysine, mène à une dépression synaptique et retarde 
le remplissage des vésicules synaptiques libérables (Kwon S.E. 2011). Notre étude confirme les 
observations de Schmitt et al. qui ont démontré que la diminution de synaptophysine est corrélé 
avec un déficit de mémoire spatiale et d’apprentissage (Schmitt et al., 2009).  
Nous avons choisi d’utiliser la synaptophysine-2 comme indicateur du niveau de plasticité 
neuronale, bien qu’une étude utilisant des techniques d’électrophysiologie, aurait été une 
manière plus précise de vérifier celle-ci. Cependant, le processus utilisé en électrophysiologie 
aurait pu biaiser les résultats en causant une augmentation du stress oxydatif. Toutefois, sachant 
que la voie perforante de l’hippocampe est affectée, il serait maintenant intéressant d’utiliser 
d’autres techniques pour confirmer cette expérience avec plus de précision. 
 
Dans cette étude, nous avons utilisé plusieurs protocoles pour mesurer la pression 
artérielle. Chez l’homme la mesure de la pression artérielle se fait à l’aide d’un 
sphygmomanomètre et d’un stéthoscope. Le brassard de ce dernier est enroulé au-dessus du 
coude et gonflé jusqu’à ce que la pression dépasse la pression systolique. La tête du stéthoscope 
est posée sur l’artère brachiale au niveau du coude et le brassard est dégonflé jusqu’à ce que le  
premier battement, qui correspond à la pression systolique, se fasse entendre. Lorsque la 
pression du brassard égal celle de l’artère, le dernier battement entendu correspond à la pression 
diastolique. Cette méthode nécessite que le sujet soit calme et ne bouge pas pendant la prise, 
c’est pourquoi d’autres méthodes doivent être utilisées chez les souris, notre modèle d’étude, 
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qui sont des animaux particulièrement nerveux. Dans les travaux présentés nous avons utilisé 
deux méthodes de mesure de pression artérielle : une invasive et une non-invasive. 
La méthode non-invasive consiste à utiliser un système de pléthysmographie par manchons, 
placés autour de la queue, alors que l’animal est installé dans un tube qui restreint ses 
mouvements. La queue de l’animal est exposée à une plaque chauffante (37C) pour dilater les 
vaisseaux de la queue et faciliter la prise de pression. L’animal est ensuite laissé au calme 
pendant 10 à 20 minutes, pour s’habituer à la contention, avant de commencer la récolte de 
données. La procédure prend 30 à 40 minutes par souris. Ce système permet de mesurer la 
fréquence cardiaque et la pression artérielle systolique et diastolique. Cette méthode présente 
plusieurs avantages. Elle est relativement facile à utiliser, ne cause qu’un faible niveau d’anxiété 
chez l’animal et le coût de l’appareil est peu élevé. Cet instrument a cependant le désavantage 
de nécessiter un entrainement de plusieurs jours, avant la prise de données, dans le but de 
diminuer le stress lié à la procédure. Un autre désavantage et que la pression artérielle ne peut 
être mesuré qu’une fois par jour à cause de la durée de la procédure.  
Les méthodes invasives utilisées sont la canulation fémorale et la télémétrie. La télémétrie est 
une méthode qui permet d’enregistrer la pression artérielle à l’aide d’un cathéter inséré dans la 
carotide et relié à un émetteur placé sous la peau. L’avantage de cette méthode est qu’elle permet 
de mesurer la pression artérielle en continu et à distance, minimisant ainsi le stress infligé par 
la procédure sur l’animal. Les désavantages sont cependant le coût élevé du système, 
l’impossibilité de réutiliser les implants ainsi que le caractère invasif de la procédure. 
La méthode de canulation fémorale se fait sous anesthésie en insérant une canule dans l’artère 
fémorale. Le capteur de pression reliée à la canule, permet l’enregistrement et la visualisation 
des données par un logiciel (RapidLab). L’avantage de cette procédure est que, dans le cas de 
notre étude, il est possible de visualiser, en temps réel, les variations de pression artérielle et de 
les comparer aux autres données enregistrées en simultané, telle que la réponse 
cérébrovasculaire. Ces données sont importantes car les variations de la pression artérielle 
peuvent modifier le débit sanguin cérébral et biaiser les résultats de réponse cérébrovasculaire. 
Un autre avantage est qu’il est possible de faire des prélèvements sanguins en utilisant la même 
canule. Un désavantage de cette méthode sont qu’elle doit se faire dans le cas d’une chirurgie 
terminale, la canule bloquant la circulation du sang dans la pâte, la nécrose de celle-ci est 
inévitable sur une longue période. Un second désavantage majeur est l’entrainement requis pour 
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effectuer ce genre de chirurgie qui nécessite une grande dextérité, particulièrement chez la 
souris.  
Dans notre étude, comme dans celle de Kvaken et al., les Treg n’avaient pas d’effet sur 
l’augmentation de la pression artérielle provoquée par l’Ang II, contrairement à l’étude de 
Barhoumi et al. dans laquelle les Treg diminuaient la pression artérielle des souris perfusées à 
l’Ang II (Barhoumi et al., 2011; Kvakan et al., 2009). Cette différence entre notre étude et celle 
de Barhoumi et al. est surprenante, car notre protocole d’injection de Treg était identique au 
leur, puisque nous avons collaboré avec leur laboratoire pour réaliser le modèle de souris. Nous 
avons utilisé la même souche de souris et le même protocole d’isolation et d’injection de cellule. 
Cet effet serait peut-être dû soit au lieu d’hébergement et au type de nourriture utilisé, soit au 
protocole de prise de pression. Nous avons utilisé le même appareil de prise de pression par 
manchon à la queue, cependant leur laboratoire a mesuré la pression trois fois par semaine. Dans 
notre laboratoire nous avons jugé que, le stress causé par cette procédure pourrait augmenter 
l’activation des lymphocytes T et participer à l’inflammation vasculaire (Marvar et al., 2012), 
c’est pourquoi nous avons décidé de prendre la pression artérielle seulement deux fois : le jour 
avant l’implantation des pompes et le jour précédant la chirurgie. Ce protocole n’a pas augmenté 
la pression artérielle des souris contrôle. Il est cependant possible qu’il ait eu un effet sur les 
souris perfusées à l’Ang II qui sont plus sensible au stress (Duchemin et al., 2013).  
 
Nous avons établi que notre modèle montrait également des signes d’anxiété. Des 
polymorphismes des gènes codant pour l’enzyme de conversion de l’Ang ou le récepteur AT1 
sont associés à plusieurs formes d’anxiété (Erhardt et al., 2007; Golding et al., 2011). Il est 
cependant difficile de savoir si celle-ci a joué un rôle dans les dysfonctions cognitives observées, 
car nous n’avons pu contrôler cet aspect de l’expérience. Il serait intéressant dans le future 
d’utiliser un anxiolytique, simultanément à la perfusion d’Ang II, pour déterminer si l’anxiété 
joue effectivement un rôle dans les dysfonctions cognitives observées. Une autre manière de 
diminuer l’anxiété chez ces animaux serait de modifier le protocole en prévoyant une période 
d’habituation aux conditions expérimentales. Le test de la piscine de Morris est excellent pour 
mesurer les capacités d’apprentissages, cependant les souris sont d’un naturel plus nerveux que 
d’autres espèces. Un temps d’adaptation supplémentaire pourrait donc diminuer l’effet de cette 
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variable.  L’utilisation du test de Barnes serait également intéressant, car celui-ci n’implique pas 
de faire nager les animaux, ce qui peut être un facteur de stress en soi.  
 
Conclusion  
Le modèle d’hypertension artérielle, causé par l’Ang II, étudié par notre équipe nous a 
donné la possibilité de mieux caractériser l’effet de l’Ang II sur les fonctions cérébrales. Cette 
étude nous a permis de différencier l’effet de l’Ang II de l’effet de l’hypertension artérielle sur 
la formation de β-amyloïdes. En plus de démontrer que la voie perforante de l’hippocampe est 
affectée par l’Ang II. 
Cette étude nous a également permis de déterminer que le CNV est un mécanisme fragile et 
fortement influencé par le système immunitaire. Nous avons démontré qu’en présence d’Ang 
II, un débalancement de lymphocytes T en faveur des Th, diminue la réactivité 
cérébrovasculaire. Alors qu’un débalancement en faveur des Treg a pour effet d’augmenter cette 
réponse. Cependant, le rôle de l’IL-10 dans la fonction du CNV reste à étudier dans la mesure 
où l’effet observé ne se situe qu’au niveau du rétablissement du CNV. Le mécanisme emprunté 
par celle-ci pour modifier l’effet de l’Ang II restent donc à préciser.  
Notre étude met en évidence un point important, qui est que l’implication du système 
immunitaire est une composante essentielle dans le développement des dysfonctions 
cérébrovasculaires causé par l’Ang II. Les dysfonctions du système immunitaire, responsables 
de l’inflammation cérébrale, sont présente dans un grand nombre de pathologies chroniques 
neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer, les démences et la sclérose en plaque. 
Cette dernière participerait donc activement à l’évolution de ces maladies vers divers troubles 
cognitifs, ainsi que vers les démences. L’interaction du CNV avec le système immunitaire 
reste jusqu’à présent peu étudiée malgré les implications non-négligeables, tant au niveau 
clinique que pharmacologique. La compréhension des mécanismes impliqués dans l’altération 
des fonctions cognitives chez les patients hypertendus serait par conséquent primordiale pour 
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